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A febre da Chikungunya é uma doença emergente causada pelo vírus da 
Chikungunya (CHIKV), entendida como um problema de saúde pública, e que vem se 
estabelecendo em novas áreas, com epidemias ocorrendo de forma recorrente no mundo, 
inclusive no Brasil. Na última epidemia, em 2016, ocorreu aumento de novos casos no Brasil 
em consequência da falta de profilaxia ou terapias para conter a doença. Com isso, estudos 
focados em antivirais são de extrema importância para a descoberta e desenvolvimento de um 
novo fármaco para futura aplicação na sociedade. Para esse fim, este trabalho teve o objetivo 
de desenvolver um ensaio celular fenotípico, no qual foi possível realizar triagens com 
bibliotecas de compostos farmacologicamente ativos e/ou clinicamente aprovados contra a 
infecção de CHIKV in vitro. O ensaio foi baseado na metodologia de triagem de alto conteúdo 
(HCS, High Content Screening), sendo a infecção em células de linhagens humanas Huh 7 por 
CHIKV imageada e quantificada por meio de imunofluorescência e análise automatizada de 
imagens. O ensaio foi validado, demonstrando-se robusto e reprodutível, com valor de fator-Z’ 
> 0,8, com coeficiente de variação <10% e correlação com r de 0,9. Foram, então, realizadas 
duas triagens primárias e um estudo em dose resposta de compostos antivirais. Dessas triagens, 
4 compostos candidatos foram priorizados para ensaios complementares, nos quais isetionato 
de pentamidina, brequinar sódico, cloreto de dequalínio e sofosbuvir apresentaram atividade 
concentração-dependente para diferentes linhagens de CHIKV com seletividade em células 
Huh 7. Além disso, o tratamento com esses compostos causou uma redução no número total de 
partículas virais infectivas in vitro, demonstrando serem bons candidatos antivirais. Por fim, 
estudos de mecanismo de ação demonstraram que a atividade antiviral de isetionato de 
pentamidina e cloreto de dequalinio está associada a etapas iniciais do ciclo viral de CHIKV, 
de entrada e início da replicação. Este trabalho estabeleceu um ensaio robusto e confiável 
baseado na metodologia de HCS para CHIKV, no qual foi possível realizar triagens com 
coleções de moléculas diversificadas, que resultou na identificação e caracterização de 
moléculas novas contra infecção viral in vitro, como promissores candidatos antivirais para 
CHIKV.  
 







Chikungunya fever is an emerging disease caused by Chikungunya virus, which is 
associated with significant public health problem in tropical countries. Recently reported 
outbreaks in Brazil in 2016 drew attention to the need to develop prevention and treatment 
options, as no antiviral chemotherapy or vaccines are currently available for this disease. 
Thereby, to address drug discovery needs, the present work proposes the development a 
phenotypic screening strategy for CHIKV by screening a collection of compounds 
pharmacologically activity compounds, including FDA-approval drugs, and a panel of broad-
spectrum antiviral compounds. The assay was based a high content screening methodology 
(HCS), which was developed by infecting the human hepatoma Huh-7 cells with CHIKV 
181/25 and quantifying infection through indirect immunofluorescence. Assay robustness was 
confirmed with Z’-factor values >0.8 , coefficient of variation < 10%  and high correlation 
coefficient between independent runs with r of 0.9 , demonstrating that the assay is reliable, 
consistent and reproducible. In total were selected 4 compounds with promising activity were 
selected to conduct  complementary in vitro assay. The compounds pentamidine isethionate, 
brequinar sodium, dequalinium chloride and sofosbuvir showed activity dependent on 
concentration in different CHIKV strains, with high selective indexes in Huh 7 cell line. 
Moreover, all compound treatment significantly reduced CHIKV infectivity titer in vitro 
showing a promising antiviral candidates. Thus, further evolution of pentamidine isethionate 
and dequalinium chloride point they might act an early CHIKV stage viral infection cycle, such 
as binding, internalization and initial replication phase.  Here we presented a robust and reliable 
HCS phenotypic method to screening compounds against CHIKV which provide to identified 
and characterized promising compounds candidate as starting point therapeutic development 
against CHIKV.  
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 EMERGÊNCIA DO VÍRUS CHIKUNGUNYA  
O vírus da Chikungunya  (CHIKV) é transmitido aos  humanos pelo mosquito do 
gênero Aedes, principalmente por Ae. aegypti e Ae. albopictus em ciclos urbanos de transmissão 
(STEPHEN HIGGS, 2015) . É um vírus responsável por diversos surtos em áreas com 
densidades desses vetores. CHIKV é responsável pela doença febre da Chikungunya (CHIKF) 
que é associada com uma poliartralgia debilitante. Estima-se que mais de um milhão de pessoas 
por ano são acometidas com essa doença no mundo todo e, como consequência, é responsável 
por causar um grande impacto social e econômico, sobrecarregando sistema de saúde em 
populações afetadas. A alta taxa de transmissibilidade da doença é o principal problema de 
saúde pública em regiões afetadas.  Estudos epidemiológicos  mostraram que de 10-70% de 
indivíduos que tiverem contato com o vírus, mais do 50% desenvolveram sintomatologia da 
doença (SERGON et al., 2007; GÉRARDIN et al., 2008; GANESAN; DUAN; REID, 2017). 
O primeiro caso descrito na literatura de CHIKF foi em 1953, em Makonde, no 
sudeste da Tanzânia, onde foi originado o nome Chikungunya, que significava na língua local 
“Aquele que se dobra”, indicando a postura dos indivíduos afetados pela doença (ROBINSON, 
1955; ROSS, 1956; SHUM et al., 2010). Análises filogenéticas demonstraram que o vírus se 
originou na África, e se manteve em pequenas epidemias de ciclo zoonótico durante anos 
(VOLK et al., 2010).  Foram descritos 3 genótipos distintos de CHIKV que são : Oeste africano, 
leste-centro-oeste africano (ESCA) e asiático. No entanto 2006, o subtipo ECSA divergiu para 
nova variação, reconhecido como Genótipo do oceano índico (IOL) (POWERS et al., 2000; 
HAPUARACHCHI et al., 2010)  (Figura 1).  
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Figura 1. Mapa de distribuição dos genótipos CHIKV em diferentes regiões. A figura mostra a distribuição 
dos genótipos do oeste africano, ECSA, com a variação IOL (Genótipo do oceano índico) e genótipo Asiático. Os 
surtos isolados de casos autóctone estão ilustrados em círculos preenchidos nas regiões indicadas. Fonte: Adaptado 
de Burt el al., 2017  
 
Até o ano 2000, pequenas epidemias de CHIKV se limitaram a territórios asiáticos 
e africanos, porém 2004 foi marcado por uma grande epidemia no Quênia, com o genótipo 
prevalente ESCA, o qual, durante 4 anos, foi responsável por epidemias recorrentes e, em 
consequência, se espalhou em mais de 40 países,  entre a África, Ásia, Europa e Oceania 
(WEAVER; FORRESTER, 2015).  Em 2005 ocorreu uma epidemia na ilha Reunião, onde 
chegou a ser diagnosticados 40.000 casos semanalmente. Como consequência, casos graves da 
doença começaram a ser reportados pela primeira vez, com manifestações neurológicas, 
cardíacas, e mortes associadas por CHIKF (BURT et al., 2017). Neste mesmo período, a cepa 
circulante sofreu uma adaptação, o vírus que era apenas transmitido pelo vetor Ae. aegypti 
começou a ser transmitido pelo vetor Ae. albopictus, em ocorrência de uma mutação na 
glicoproteína E1 do envelope viral, onde o vírus passou a ser introduzido em áreas prevalentes 
de Ae. albopictus, o que foi o principal motivo para o estabelecimento de CHIKV  em novas 
áreas. (TSETSARKIN et al., 2007).  
Após esse período, severas epidemias aconteceram no Oceano Índico, em regiões 
do Sudeste Asiático e África Subsaariana. Com isso, em 2007 a Europa teve seu primeiro caso 
autóctone de CHIKV reportado na Itália e, como consequência, algumas epidemias esporádicas 
aconteceram no sul da Europa, mais precisamente na Itália e na França (AMRAOUI; 
FAILLOUX, 2016). Contudo, em 2013, a doença chegou nas regiões do Oceano Atlântico, 
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onde o vírus foi introduzido na ilha de Saint Martin e se espalhou para 45 países entre a América 
do Norte, Central e do Sul em curto período de tempo. Estudos epidemiológicos apontaram que 
a cepa introduzida nessas regiões foi a asiática, que, atualmente, é reconhecida como 
responsável por causar surtos nessas regiões (CASSADOU et al., 2014; YACTAYO et al., 
2016). Em 2014 apareceram os primeiros casos relatados da doença no Brasil, em duas 
localidades: no município de Oiapoque, no Amapá, e em Feira de Santana, na Bahia. 
Curiosamente a linhagem de CHIKV responsável pelos surtos da Bahia era do genótipo ECSA, 
até então não introduzida nas Américas, diferente do Amapá, onde o genótipo envolvido era da 
linhagem asiática (NUNES et al., 2015).  No mesmo ano foram confirmados 1.424 casos 
autóctones de CHIKV por todo território brasileiro. Esses casos cresceram com a epidemia 
grave que ocorreu em 2016, que foi marcada com 145.059 casos confirmados, acompanhados 
de casos severos, e com mais de 200 casos de morte associados com a doença (Ministério da 
saúde, 2016) . Atualmente já foram relatados casos da doença em todos os estados, o mapa 
representa a distribuição dos casos confirmados de CHIKF em todos os estados do Brasil 




Figura 2. Mapa ilustra o número de casos distribuídos de CHIKV no Brasil entre as 5 regiões fedeirais 
brasileiras. Casos distribuídos entre região Norte, Nordeste, Central, Sudeste e Sul. A maior parte dos casos de 
CHIKF está concentrada no Nordeste, no estado do Ceára, com 149.760 casos notificados, seguido da Bahia com 
83.885 casos notificados. Fonte: Adaptado de Amaral et al., 2018  
Contudo, diversos fatores contribuíram para a disseminação e estabelecimento de 
CHIKV em novas regiões. Entre as principais causas responsáveis estão: a introdução do vírus 
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em áreas populacionais densas, aceleramento da urbanização, aumento do número de viajantes 
em áreas de risco, mudanças climáticas e adaptação em novos vetores durante esses últimos 
anos (AMARAL; SCHOEN, 2018). Novas epidemias vêm demostrando a eficácia da doença 
em se expandir e se estabelecer em largas populações, com isso, há um risco do aparecimento 
de epidemias mais severas, como na Europa e mesmo no Brasil. Tudo isso aponta a necessidade 
de investimento em estudos epidemiológicos, em sistema de saúde com diagnósticos adequados 
e em ferramentas para o controle e contenção da doença (GONZÁLEZ-SÁNCHEZ; 
RAMÍREZ-ARROYO, 2018; SILVA et al., 2018).    
 1.2 ASPECTOS GERAIS DO VÍRUS CHIKUNGUNYA  
Entender conceitos de virologia básica, tais como aspecto do ciclo viral, proteínas 
envolvidas na interação com hospedeiro e fatores de virulência, é essencial para compreender 
a patogênese da doença e buscar ferramentas de prevenção e tratamento. CHIKV é um vírus do 
gênero Alphavirus que pertence a família Togaviridae. Os alfavírus abrangem dois grandes 
grupos que foram divididos de acordo com o período e local descobertos, classificados entre 
vírus do “Novo Mundo”, que são os vírus associados as encefalites, e os vírus do “Antigo 
Mundo”, que são os vírus associados às complicações reumáticas. Atualmente, os principais 
vírus associados às encefalites são: vírus da Encefalite Equina do Oeste, Leste e Venezuelana.  
Já os principais vírus associados às artralgias são: vírus do Rio do Ross, virus O’nyong’nyong, 
vírus Mayaro e CHIKV (STRAUSS; STRAUSS, 1994). 
Assim como os outros alfavírus, o tamanho da partícula de CHIKV é pequeno, com 
diâmetro de 70 nm, formado por uma estrutura esférica e envelopada. O nucleocapsídeo contém 
o material genômico, e é envolto por uma membrana bilipídica que contém 240 cópias de 
glicoproteínas E1 e E2, as quais são arranjadas em trímeros, formando uma estrutura icosaétrica 





Figura 3. Representação estrutural da partícula de CHIKV. A) A unidade icosaédrica assimétrica está 
representada por um retângulo  em linha preta. Cada número em branco representa uma subunidade individual. B) 
Corte transversal com a localização interna dos componentes que compõem a estrutura da partícula viral, com a 
proteína E representada em vermelho e amarelo, a membrana representado em verde, o capsídeo em azul claro, e 
a fita simples de RNA em azul marinho. Fonte: Adaptado de Yap et al., 2017.   
O material genômico de CHIKV constitui-se em uma fita simples de RNA de 
polaridade positiva com aproximadamente 11kb de comprimento. A fita de RNA contém duas 
regiões  Open Reading Frame (ORF) e possui uma junção não-codificante, separada a fita em 
dois fragmentos, um com regiões de genes codificantes de proteínas não estruturais (nsP), e 
outro com genes codificantes de proteínas estruturais (KHAN et al., 2002). A organização 
completa do genoma consiste em : 5′ cap-nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-junção- C-E3-E2-6k-E1-
poly(A)-3’(Figura 4A). A primeira região ORF é responsável pelo controle da transcrição das 
proteínas não estruturais , onde é a iniciada a replicação.  Em seguida, a segunda região ORF é 
responsável pela transcrição de uma fita intermediária, um mRNA subgênomico, que codifica 
as proteínas estruturais (KHAN et al., 2002; PIETILÄ; HELLSTRÖM; AHOLA, 2017) 
(KHAN et al., 2002; PIETILÄ; HELLSTRÖM; AHOLA, 2017). 
Os eventos do ciclo viral de CHIKV que antecedem a replicação consistem em: (i) 
adsorção, através do reconhecimento do receptor da célula hospedeira; (ii) internalização por 
endocitose; (iii) fusão e liberação do RNA no citoplasma (Figura 4B) (ABDELNABI; NEYTS; 
DELANG, 2015). A proteína viral de CHIKV, responsável pela adsorção em receptores 
celulares de superfície, é a glicoproteína E2 (ASHBROOK et al., 2014).  Em células de 
mamíferos já foram caracterizados alguns receptores que são reconhecidos pela glicoproteína 
E2 de CHIKV, como proibitinas (PHB), fosfatildil serinas, e glicosaminoglicanos 
(WINTACHAI et al., 2012; MOLLER-TANK et al., 2013; SILVA et al., 2014). Já em células 
de linhagens de mosquito de Ae. albopictus (C6/36), foram descritos como receptores a unidade 
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b da ATP-sintase e proteínas da classe de choque térmico (HSP) para CHIKV (FONGSARAN 
et al., 2014; GHOSH et al., 2017). 
Após a etapa de adsorção viral, vários estudos demostraram que, preferencialmente, 
CHIKV realiza endocitose dependente de clatrina, que se associa a um compartimento 
endossomal, no qual promove a fusão e liberação do material genômico no citoplasma (Figura 
4B). Foi reportado que a internalização da partícula de CHIKV acontece via endossomo inicial, 
visto sua associação com marcadores de Rab5 (OOI et al., 2013; HOORNWEG et al., 2016) . 
O evento de fusão é mediado por alterações do pH endossomal, no qual, em baixo pH, ocorre 
uma mudança conformacional no envelope viral que permite a exposição do peptídeo de fusão 
da E1, promovendo a dissociação do envelope com a membrana endossomal. Esta dissociação 
permite a liberação do genoma de RNA no citoplasma para o processo de transcrição ser 
iniciado (VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015).   
De forma geral o processo de replicação de CHIKV é iniciado através da tradução 
de regiões nsPs para formação do complexo de replicação. Esse complexo se forma a partir de 
uma poliproteína percursora P1234, que logo é clivada e forma o complexo simples de 
replicação, P123+nsP4. A clivagem é realizada por proteases que são originadas da região nsP2, 
e são responsáveis por regular toda cascata de clivagem da poliproteína percursora do complexo 
de replicação. Contudo, o complexo simples inicial da replicação conduz à formação da fita 
molde de RNA negativo. O acúmulo desse complexo P123+nsP4 sinaliza um segundo evento 
de clivagem, no qual promove a formação do complexo nsP1+ P23+nsP4. Esse complexo 
permite realizar síntese de RNA negativo e positivo, porém produz de forma ineficiente a 
transcrição do mRNA subgenômico. Logo, nsP1+ P23+nsP4 é clivado em  trans em nsP2 e 
nsP3, com isso forma o complexo de replicação, que junto com fatores celulares utilizam a fita 
de RNA negativa como molde para a transcrição da fita mRNA subgenômico (26S) e replicação 
de uma nova fita RNA genômica (46S), que é direcionada para formação da nova partícula 
(Figura 4B) (SOLIGNAT et al., 2009; PIETILÄ; HELLSTRÖM; AHOLA, 2017). 
A fita de mRNA subgenômico é traduzida para dar origem às proteínas estruturais.  
Deste modo, a transcrição da fita de mRNA 26S é regulada pela segunda região reguladora 
ORF, responsável pela síntese da poliproteína C-E3-E2-6K-TF- E1 percursora das proteínas 
estruturais. Em seguida, a proteína C (Proteína do capsídeo) é clivado por meio de 
autoproteólise, que permite seu processamento para formação do nucleocapsídeo, este se 
associa ao novo RNA genômico no citoplasma. Já o segundo segmento da poliproteína 
percursora continua em processos de maturação, no qual é clivado em duas poliproteínas, 
pE2(E3-E2)-6K-E1 e pE2(E3-E2)-TF que são direcionadas para o retículo endoplasmático 
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onde ocorrem as modificações pós-traducionais.  No retículo endoplasmático as poliproteínas 
são clivadas por proteases da célula hospedeira, para formação de E3-E2 6K, TF, e E1. 6K e 
TF são proteínas acessórias pouco conhecidas, porém estudos têm caracterizado funções dessas 
proteínas em etapas finais do ciclo viral, no qual auxiliam a saída da partícula viral. As proteínas 
E1 e o complexo E3-E2 são transportadas pela via de secreção para realização de outros 
processos traducionais. A formação E3-E2 é então clivada por furinas, onde ocorre a liberação 
de E1 e E2 e, através de uma reorganização, há a formação do complexo icosaétrico. Esse 
complexo é recrutado na membrana celular e se associa ao nucleocapsídeo, no qual forma o 
envelope viral e ocorre a liberação da partícula viral (Figura 4B) (SCHWARTZ; ALBERT, 
2010; SILVA et al., 2018). 
 
 
Figura 4. Organização do genoma viral e ciclo de replicação do CHIKV. A) Organização da fita simples 
positiva do RNA genômico de CHIKV. Estão representadas a localização dos genes das proteínas não-estruturais 
(nsP1-nsP2-nsP3-nsP4) e genes das proteínas estruturais (C, E3, E2, 6K, E1) divididas por uma junção não 
codificante B) Ciclo viral de CHIKV. A partícula viral reconhece os receptores de superfície e internaliza na célula 
hospedeira através de endocitose dependente de clatrina, onde se associa em um compartimento endossomal. Logo, 
o envelope viral sofre uma alteração na conformacional em baixo pH, no qual expõe o peptídeo de fusão da 
proteína E1, que se liga a membrana endossomal e promove a fusão das duas estruturas. O processo de fusão 
permite a liberação do nucleocapsídeo para o citoplasma, onde é iniciada a transcrição e montagem do complexo 
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de replicação. O complexo de replicação é responsável por sintetizar a fita molde de RNA negativa, no qual serve 
como molde para síntese do novo RNA genômico (46S), e mRNA subgenômico (26S). A partir do mRNA 26S, é 
traduzida uma poliproteína (C-pE2-6K-E1), que dá origem ás proteínas estruturais. Essas proteínas são maturadas 
através de processos co-traducionais e pós-traducionais que ocorrem no citoplasma e retículo endoplasmático. O 
processo de montagem ocorre na membrana citoplasmática na qual o nucleocapsídeo se associa com glicoproteínas 
virais e membrana celular formando o envelope e liberando a partícula viral para o meio extracelular. Fonte: 
Adaptado de Abdelnabi et al., 2015 e Pietila et al., 2016. 
 
Modelos celulares in vitro com infecção de CHIKV têm sido estabelecidos para 
estudo de fatores de virulência, fatores imunológicos e resposta antiviral. Já foram descritos 
uma variedade de células suscetíveis a CHIKV, incluindo linhagens comumente utilizadas em 
laboratório,  como as células de linhagens de carcinoma cervical (Células HeLa), células de 
linhagem do epitelial renal (Células HEK293-T), células de linhagem renal de macaco verde 
(Células Vero), como em linhagem de células de rim de hamster neonato (Células BHK) 
(SOURISSEAU et al., 2007; KHAN et al., 2010; WIKAN et al., 2012; LI et al., 2013). Além 
disso, também já foram descritos modelos celulares mais fisiologicamente representativos, 
como células de linhagem de hepatocarcinoma humano (Células Huh-7), células de linhagem 
de osteossarcoma (células U2-OS) células de linhagem de mioblastos humanos (Células 
C2C12), células de linhagem gliais (Células SVG-A), e células de fibroblastos da derme. Esses 
modelos são considerados de maior relevância por serem de tecidos alvos de infecção por 
CHIKV em humanos. Para estudos com vetor, o modelo mais utilizado são as células de 
linhagens de mosquito de Ae. Albopictus (Células C6/36) (WIKAN et al., 2012; ROBERTS et 
al., 2017; ZHANG et al., 2018). 
Tipicamente, as células infectadas por CHIKV sofrem efeito citopático bem 
aparente,  em resposta à rápida formação de sincício e indução de vias de apoptose, e como 
consequência ocorre a lise celular (SOURISSEAU et al., 2007). Isso se deve a processos 
relacionados com a ativação de fatores da cascata de apoptose, ativação de vias de interferon 
em resposta à sinalização de proteínas virais, autofagia, liberação de fatores pró-virais e estresse 
celular em resposta a proteínas mal enoveladas (SCHILTE et al., 2010; JOUBERT et al., 2012; 
FROS; PIJLMAN, 2016; KHONGWICHIT et al., 2016; NAIR et al., 2017).  
Nos últimos anos, estudos têm avançado para esclarecer aspectos biológicos de 
CHIKV, contudo o papel de algumas proteínas e vias ainda não estão bem caracterizados.  Com 
isso, ainda há necessidade da realização de novas investigações, tanto para auxiliar no 
entendimento da patogênese da doença, quanto ajudar na busca de antivirais (SILVA; 
DERMODY, 2017; TANABE et al., 2018; WONG; CHU, 2018).  
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1.3 PATOGÊNESE DA DOENÇA 
O perfil clínico de CHIKV é marcado por uma fase aguda e crônica associada a 
uma poliatriate debilitante.  Os sintomas de fase aguda iniciam após o período de incubação do 
vírus entre 3 a 7 dias,  e se caracteriza por febre alta, vermelhidão seguido de erupções cutâneas 
e complicações musculares em articulações periféricas (PIALOUX et al., 2007). A duração da 
fase aguda leva até 15 dias. Em grupo de risco, como crianças, idosos e imunossuprimidos, já 
foram associadas complicações oculares e neurais, com desordens neurogenerativas e 
encefalites (MEHTA et al., 2018).Contudo, recentes epidemias vêm reportando crescentes 
números de casos de mortes associados com a doença,  em consequência de casos graves de 
complicações cardíacas, renais, hepáticas e neurológicas (BRITO, 2017).  
A fase crônica da doença ocorre com a persistência das complicações musculares, 
que podem durar de 6 meses até um ano. Esta fase é marcada por uma polialtragia persistente, 
que se manifesta como uma doença reumática. A lesão das articulações pode ocorrer de forma 
migratória, na qual a  persistência da inflamação de um tecido progride para outros tecidos, 
causando disseminação dessas lesões (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017). 
 Já foram associados diferentes órgãos e tecidos nos quais CHIKV se dissemina 
causando complicações inflamatórias devido a fatores de virulência e secreção de citocinas pró-
inflamatórias (Figura 5). Inicialmente, após a transmissão, CHIKV invade e replica em 
fibroblastos do tecido da derme, no local onde ocorreu a inoculação. Outras células como 
células dendríticas, macrófagos e monócitos também são infectadas, iniciando-se a sinalização 
da resposta imune inata e liberando citocinas pró-inflamatórias e outros fatores celulares. Desta 
maneira, o vírus migra para corrente sanguínea e  órgãos linfoides, onde se disseminam para 
tecidos hepáticos,  musculares, articulações periféricas e tendões  (Figura 5) (SCHWARTZ; 
ALBERT, 2010; TANABE et al., 2018).  
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Figura 5 Patogênese viral da Chikungunya. O vírus é inoculado pelo mosquito, e ocorre o primeiro ciclo de 
infecção em células de  fibroblastos, monócito e macrófagos da derme. Posteriormente o vírus se dissemina através 
de órgãos linfoides e pela corrente sanguínea. CHIKV atinge o fígado, tecidos musculares e articulações 
periféricas, se multiplicando em células de cada tecido alvo. Em alguns casos pode chegar em células epiteliais do 
tecido neurológico. Fonte: Adaptado de Schwarts et al., 2010 
 
A produção de interferon de classe I (IFN I) é a primeira linha de defesa em resposta 
a infecção de CHIKV, sinalizada pela via imune inata. IFN I pode ser secretado e induzido por 
células não hematopoiéticas, como fibroblasto, células musculares e osteoblasto. Fibroblastos 
da derme são as principais células alvos da infecção de CHIKV e são responsáveis pela 
produção de INF-a/b e controle da replicação viral (FOX; DIAMOND, 2016). Foi observado 
em soros de indivíduos infectados que  a secreção de INF-a durante a fase aguda está 
diretamente relacionados com níveis de carga viral (CHIRATHAWORN et al., 2010).  Já a 
produção de INF-g é produzidas pelas células natural killer (NK), que auxiliam na maturação 
de outras células do sistema imunológico (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017). 
Outros mediadores importantes da resposta imune são os macrófagos e monócitos. Estudos in 
vivo reportaram que essas células são alvos de infecção primária, e são responsáveis pela 
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PARASHAR; ALAGARASU, 2017). Além disso, essas células permitem a formação de corpos 
apoptóticos, que são estruturas nas quais o vírus é transmitido de uma célula para outra sem o 
reconhecimento pelo sistema imune.  Esse mecanismo foi caracterizado como “Cavalo de 
Tróia”. Desta maneira elas conseguem  transmitir  e persistir  a infecção celular de forma mais 
eficiente. (KREJBICH-TROTOT et al., 2011).  
  Vários estudos de caracterização da doença, reportaram a infiltração de 
macrófagos e monócito. Essas células foram reportadas em tecidos lesados com artrite em  
modelos de camundongos, macacos e humanos (TANABE et al., 2018). Além disso, existe uma 
forte evidência que a fase crônica está associada com a persistência viral  de CHIKV em 
macrófagos,  e foi observado em estudos com primatas a presença de CHIKV nessas células 
em até três meses após a infecção (LABADIE et al., 2010).  Células de linfócitos, T CD8+ e T 
CD4+ também foram associadas  com complicações musculares. Estudos clínicos com 
indivíduos infectados, nos quais linfócitos T CD8+ foram detectados em fase aguda da doença 
em lesões teciduais, enquanto os linfócitos T CD4+ foram encontrados em líquido sinovial de 
pacientes com estágio crônico da doença (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017).   
O papel das células do tecido ósseo, osteoclastos e osteoblastos, tem sido 
evidenciado em complicações de artrite e artralgia persistente em pacientes infectados por 
CHIKV. A infecção dessa células foram associadas com mecanismo de desregulação da 
homeostase nesses tecidos, promovendo a proliferação e secreção de citocinas mediadoras da 
síndrome reumática, como TNF- a e IL-6 (NORET et al., 2012; CHEN et al., 2015).  
1.4 PROFILÁXIA E TRATAMENTO DA DOENÇA 
Atualmente não existe nenhum tratamento disponível para Chikungunya. 
Indivíduos diagnosticados com CHIKF recebem tratamentos paliativos, não específicos, com o 
objetivo de aliviar os sintomas. São utilizados anti-inflamatórios não esteroides, corticoides, 
paracetamol, e drogas anti-reumáticas, como metotrexato e sulfassalazina. Contudo, tem sido 
realizado esforço para o desenvolvimento de novas terapias e estratégicas de prevenção,  através 
de estudos com vacinas, anticorpos monoclonais, e busca de novos antivirais (SILVA; 
DERMODY, 2017) A seguir serão descritas estratégias, especialmente com antivirais, que 
estão sendo realizadas nessas áreas para busca de uma abordagem eficaz contra a doença.  
1.4.1 VACINAS E ANTICORPOS MONOCLONAIS  
Já foi empregada uma variedade de abordagens para o desenvolvimento de uma 
vacina eficaz para Chikungunya. Entre essas abordagens estão o desenvolvimento de vacinas 
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atenuadas, virus like particules (VLP), vacinas de subunidades, vacinas baseadas em 
construções quiméricas, e vacinas de DNA (POWERS, 2018). A primeira vacina desenvolvida 
para CHIKV foi lançada em 1967, e foi desenvolvida a partir de um vírus atenuado denominado 
de TSI-GSD-218. Essa vacina foi baseada em uma cepa vacinal, que foi obtida através de um 
isolado de CHIKV  asiático, passado sucessivas vezes em cultura celular até o aparecimento de 
um clone com fenótipo de baixa virulência (LEVITT et al., 1986). Essa vacina passou na fase 
clínica I,  porém falhou em fase II, onde 8% dos pacientes desenvolveram artralgia (HOKE et 
al., 2012).  
Contudo, novas técnicas de genética reversa ajudaram a desenvolver novos 
modelos de vacinas atenuadas . Um deles  foi desenvolvido a partir de um clone de CHIKV, no 
qual foi inserido um elemento ribossomal IRES na região subgenômica reguladora, que matem 
a estabilidade do fenótipo atenuado, sem ocorrer reversão, e promove baixa virulência. Como 
vantagem, a inserção do elemento IRES não permite replicação de CHIKV em células de 
mosquito (PLANTE et al., 2011). Outra metodologia empregada são as vacinas de VLPs, que 
são baseadas na expressão de proteínas estruturais de CHIKV, com a formação de uma partícula 
viral incompleta, sem conter o material genômico. Essa partícula formada tem características 
não-replicativa e não-infecciosa, conferindo segurança, e promove a produção de anticorpos 
neutralizantes contra as glicoproteínas E1 e E2. Estudos in vivo demonstraram eficiência em 
camundongos BALB/c e macacos. Estudos em fase clínica I confirmaram respostas 
imunológicas em indivíduos imunizados, nos quais se desenvolveram altos títulos de anticorpos 
neutralizantes até duas doses de imunização (PIJLMAN, 2015; POWERS, 2018). Já as vacinas 
quiméricas  são construídas a partir um vetor viral no qual são incorporadas sequências de genes 
de CHIKV. Entre os modelos mais promissores está a construção com o vetor do vírus do 
sarampo, que possui fragmentos  do vírus atenuados do sarampo (meascle virus -MV) com 
junções de sequencias de proteínas estruturais de CHIKV (MV-CHIKV). Estudos de fase 
clínica I foram realizados com 3 doses contínuas de imunização, sendo que a terceira dose 
permitiu 100% de soroconversão. Atualmente, é a terceira vacina que está em fase clínica II 
para CHIKV (GOYAL et al., 2018). Da mesma forma, recentemente foi desenvolvido um 
modelo baseado em um vetor de adenovírus, proveniente de chipanzés, contendo inserções de 
genes de proteínas estruturais de CHIKV.  Outros modelos  de vacinas quiméricas incluem 
construções com vetores baseados  em outros alfavírus, vírus da vaccinia e vesiculovírus 
(POWERS, 2018).  
Além dessas abordagens descritas, vacinas baseadas em subunidades e vacinas 
baseadas em DNA estão sendo bastante estudadas contra Chikungunya. As vacinas de 
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subunidades são obtidas através de vetor baculovírus, no qual são inseridas sequências das 
proteínas E1 e E2. As vacinas de DNA são formadas a partir de plasmídeos com inserções de 
genes de proteínas estruturais E1, E2, e do capsídeo, no qual são adicionadas sequências 
consenso de distintas linhagens de CHIKV com o objetivo de promover imunogenicidade em 
diferentes linhagens do vírus (POWERS, 2018). 
Como alternativa, além das vacinas estão sendo desenvolvidas imunoglobulinas 
para o uso terapêutico e profilático contra CHIKV.  A terapia com imunização, a partir da 
transferência passiva de anticorpos policlonais purificados de indivíduos infectados, apresentou 
bons resultados em tecidos de camundongos em resposta à infecção por CHIKV (COUDERC 
et al., 2009). O uso de anticorpos monoclonais também demostrou eficiência em camundongos 
e primatas (CLAYTON, 2016). Alguns estudos com imunoglobulinas terapêuticas já 
avançaram para fase clínica II. Além disso, está sendo investigada a possibilidade de terapias 
combinadas  com imunoglobulinas e drogas anti-reumáticas, contra complicações crônicas 
desenvolvidas pela  doença (GOYAL et al., 2018).  
Todos esses estudos reforçam a importância de desenvolver um método 
imunogênico e seguro para prevenir populações de risco e evitar que o vírus se dissemine para  
populações maiores. A grande limitação no licenciamento dessas terapias é chegar em fases de 
estudos clínicos mais avançados. Isso se deve à falta de investimentos e à dificuldade de aplicar 
esses estudos em maiores populações de risco, visto que essas epidemias ocorrem de forma 
esporádica (POWERS, 2018).  
 
1.4.2 ANTIVIRAIS 
Desde a epidemia em 2004-2005 de Chikungunya nas ilhas do Oceano Índico, 
estudos focados em antivirais vêm ganhando a atenção. Já foram relatadas drogas contra 
CHIKV que interferem em diferentes etapas da infeção por meio de proteínas virais e fatores 
do hospedeiro (SUBUDHI et al., 2018; WONG; CHU, 2018). Entretanto, muitos desses estudos 
foram conduzidos apenas in vitro e poucas drogas avançaram para fase clínica. Isso se deve a 
toxicidade de alguns compostos, baixa eficácia in vivo, e ainda à falta de modelos in vivo 
representativos para CHIKV (CHAN; LUM; NG, 2015; SUBUDHI et al., 2018). Contudo, 
algumas dessas drogas continuam em fase de investigação e já ajudaram a caracterizar aspectos 
biológicos de CHIKV.     
A primeira droga investigada contra CHIKV foi a cloroquina, uma droga aprovada 
para malária. Vários estudos reportaram cloroquina como antiviral, que promove o aumento do 
 27 
pH no endossomo bloqueando a entrada de diversos vírus que são dependentes da acidificação 
pH (SAVARINO et al., 2003). Com isso se buscou investigar o efeito da cloroquina contra 
infeção de CHIKV in vitro , onde se mostrou efetiva em fases iniciais e também em fases tardias 
do ciclo de infecção (KHAN et al., 2010). Além disso, cloroquina foi caracterizada como uma 
droga anti-inflamatória e foi conduzida para estudo clínico de fase I durante a epidemia da Ilha 
Reunião, onde indivíduos, que desenvolveram artralgia, receberam o medicamento e foram 
comparados com grupo de indivíduos placebo. Contudo, não houve diferenças no tratamento, 
no qual cloroquina se mostrou ineficaz contra CHIKV. Recentemente um estudo comparou a 
resposta de cloroquina em modelo de primatas-não humanos, confirmando sua baixa resposta 
terapêutica contra CHIKV in vivo  (DE LAMBALLERIE et al., 2008; ROQUES et al., 2018).  
Ribavirina, 6-azauridina, ácido micofenólico e arbidol são antivirais aprovados, já 
caracterizados com atividade de amplo espectro para diversos vírus de RNA e DNA e foram 
relatados com atividade in vitro contra CHIKV (CLINE et al., 1969; RADA; DRAGÚN, 1977; 
CRANCE et al., 2003; BRIOLANT et al., 2004; TE; RANDALL; JENSEN, 2007; DELOGU 
et al., 2011; KHAN et al., 2011; BLAISING; POLYAK; PÉCHEUR, 2014). Ribavirina, 6-
azauridina e ácido micofenólico são compostos que agem na via de replicação interferindo com 
a biossíntese de nucleotídeos. Ribavirina mostrou atividade efetiva contra CHIKV em 
sinergismo com outras drogas, como interferon a2A, ácido mefenâmico e doxiciclina 
(ROTHAN et al., 2015, 2016; GALLEGOS et al., 2016). 6-azauridina e ácido micofenólico se 
mostraram eficientes no tratamento in vitro com células Vero infectadas.  Foi relatado que 6-
azauridina foi efetivo em reduzir a carga viral em dose dependente, e ácido micofenólico inibiu 
em até 99% o efeito citopático. Porém, estudos in vivo não foram realizados ainda para avaliar 
efetividade e segurança desses compostos (BRIOLANT et al., 2004; KHAN et al., 2011). 
Arbidol é caracterizado como inibidor da adsorção viral. Inicialmente foi desenvolvido para 
influenza, porém, atualmente, vários estudos tem associado arbidol com atividade in vitro 
contra o vírus da ebola, HCV, herpes simplex vírus (HSV) (BLAISING; POLYAK; 
PÉCHEUR, 2014; PÉCHEUR et al., 2016). Para CHIKV, arbidol inibiu em baixa concentração 
a infecção, no que apresentou valores de IC50 (concentração inibitória de 50%)  <10µg/mL. 
Também foi demostrado que o mecanismo de ação do fármaco foi associado ás vias de entrada 
do ciclo viral a partir da geração de um mutante com a exposição contínua do composto, no 
qual foi observado alteração na glicoproteína E2 (DELOGU et al., 2011). Além desses 
compostos, favipiravir (T-705), molécula antiviral aprovada no Japão, em 2004, para influenza, 
tem sido investigada para CHIKV(FURUTA; KOMENO; NAKAMURA, 2017). Favipiravir 
atua na RpRd. Inicialmente o composto é convertido para um produto ativo, que se liga de 
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forma competitiva na RpRd inibindo a formação da fita de RNA nascente. Foi vista atividade 
inibitória contra CHIKV in vitro e in vivo, onde, in vivo, foi capaz de reduzir complicações 
severas em camundongos AG129. Contudo, estudos estão sendo conduzidos em outros modelos 
para confirmar a efetividade desse composto (DELANG et al., 2014; ABDELNABI et al., 
2017). 
Como visto, todos os compostos citados com atividade anti-CHIKV, são compostos 
potencial de amplo espectro, pois já foi visto atividade inibitórias em diferentes classe virais. 
Além desses compostos de amplo espectro, uma outra classe de compostos denominados de 
composto de ação direta para HCV, como sofosbuvir, foi visto que sua atividade não era 
dependente para HCV, mas atividade para outros flavivírus e para CHIKV (GÖTTE; FELD, 
2016; XU et al., 2017; FERREIRA et al., 2018). Sofosbuvir apresentou atividade inibitória para 
CHIKV em células Huh 7 e em camundongos, em modelos in vivo, demostrando ser potencial 
fármaco de reposição. Contudo, sua atividade deve ser melhor investigada para CHIKV 
(FERREIRA et al., 2018).  
Paralelamente, outros grupos estão explorando a eficiência de moléculas naturais 
contra CHIKV. Entre as classes mais investigadas estão os flavonoides e flavaglines 
(SUBUDHI et al., 2018). O flavonoide epigalocatequina-galato (EGCG) tem sido caracterizado 
com propriedades antivirais,  e demostrou atividade in vitro contra CHIKV associado com 
bloqueio  da adsorção do vírus em receptores celulares (WEBER et al., 2015). Outro grupo 
observou atividade de EGCG em sinergismo com suramina em células U2-OS in vitro, no qual 
apresentou inibitória contra CHIKV (LU et al., 2017). Suramina é um composto aprovado 
clinicamente contra tripanossomíases, e também tem sido investigado com propriedade anti-
CHIKV em etapas de adsorção e internalização viral (KUO et al., 2016). Outro estudo utilizou 
o sistema de replicon, que expressa o gene repórter de Renilla Luciferease (Rluc) junto a síntese 
de RNA, no qual demostrou que o flavonoide silimarina atuou como inibidor da síntese de RNA 
de CHIKV (LANI et al., 2015). O mesmo grupo investigou a atividade dos flavonoides 
baicaleina, fisetina e quercetagetin, onde foi observada atividade inibitória desses compostos  
contra o efeito citopático celular  de CHIKV. Além disso, utilizando a abordagem replicon 
Rluc, foi observado que  fisetina e baicaleina interferiam na síntese de RNA, diferente de 
quercetagetin, que se mostrou efetivo em etapas tardias do ciclo viral (LANI et al., 2016). Além 
dos flavonoides a classe de compostos das flavaguines, que possui propriedade anti-tumoral, 
também tem sido descrita com atividade antiviral para CHIKV. Duas moléculas sintetizadas 
com a estrutura de flavaguines (FL1 e FL2) foram caracterizadas como inibidores de receptores 
das proteínas PHB1 no qual impediu a infecção de CHIKV in vitro  (WINTACHAI et al., 2015). 
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Silvestrol, também da classe das flavaguines, é um composto reconhecido com atividade de 
fosforização do fator de transcrição eIF4A, e, consequentemente, interferir com a síntese de 
RNA. Foi observado que tal composto, interfere na formação da fita nascente de RNA e 
estimula resposta imune inata em células de linhagens HEK293T, infectadas com CHIKV in 
vitro (HENSS et al., 2018).  
Como descrito, todas essas moléculas eram previamente conhecidas, e provaram 
agir em estágios diferentes do ciclo de infecção de CHIKV. Entretanto, foram testadas em 
modelos celulares estabelecidos em laboratório, que, muitas vezes, não são fisiologicamente 
representativos, ou seja não são em células primárias alvos da infecção por CHIKV. Alguns 
estudos tentaram estabelecer modelos para testar antivirais em células de tecidos alvos de 
infecção. Entre esses estudos, um associou a atividade inibitória de imipramina em células 
linhagem de fibroblasto da epiderme (Células HFF1), e  um segundo grupo utilizou células 
fibroblasto primárias da derme (Células hpdF)  para demostrar atividade mitefosina, um 
composto para tratamento de leishmaniose (WICHIT et al., 2017; SHARMA et al., 2018).   
1.5 ENSAIOS DE TRIAGEM IN VITRO PARA DESCOBERTA DE NOVAS 
MOLÉCULAS 
A maior parte dos estudos com antivirais são realizados a partir de técnicas clássicas 
de virologia, em modelos celulares para quantificar partículas virais ou efeito citopático. As 
técnicas mais utilizadas são através de ensaios de titulação de placa, ou técnicas moleculares de 
RT-PCR. Porém, outras metodologias estão sendo empregadas para estudos exploratórios com 
antivirais, como técnica de imunoflorescência, construções de sistemas de expressão com 
replicons de Rluc, ou GFP (GFP- Green flourescence protein). Com isso, através dessas 
metodologias, a atividade do composto é calculada por valores de concentração inibitória ou 
efetiva. O parâmetro mais utilizado é através de valores de concentração efetiva em que o 
composto apresenta 50% de sua atividade contra infecção ou alvo (EC50), e o parâmetro de 
citoxicidade celular, no qual avalia a concentração do composto que diminui 50% a 
sobrevivência ou viabilidade celular (CC50). Com esses valores é possível calcular o índice de 
seletividade da molécula (SI), e, desta forma, é possível ter ideia da potencialidade da molécula 
sobre o modelo estudado in vitro (BEYLEVELD et al., 2013; SMEE et al., 2017; RUMLOVÁ; 
RUML, 2018; VICENTI et al., 2018a) 
Metodologias de triagens de drogas utilizando coleções de compostos vem sendo 
empregadas na busca de moléculas ativas contra diversos vírus, incluindo CHIKV . Essas 
abordagens utilizam ensaios in vitro para testar atividade de uma coleção com diversidade de 
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moléculas, que podem constituir, com coleções de moléculas clinicamente aprovadas, 
compostos sintéticos ou ainda bibliotecas com compostos de produtos naturais (MAYR; 
FUERST, 2008; CRUZ et al., 2013a, 2013b; PASCOALINO et al., 2016; BERNATCHEZ et 
al., 2018). O processo de triagem inicialmente constitui na realização de ensaios primários, 
onde é realizada uma seleção de compostos candidatos com potencial atividade, que são 
denominados de hits. A partir disso, esses hits passam por outros ensaios secundários para 
confirmação de atividade e priorização para estudos da estrutura química e/ou atividade 
biológica. Existem duas abordagens comumente utilizadas para triagens de drogas: os ensaios 
baseados em alvo, e os ensaios celulares (MAYR; FUERST, 2008).  
Os ensaios focados em alvo utilizam modelos bioquímicos ou in silico, e tem como 
objetivo encontrar drogas contra um alvo específico (BLEICHER et al., 2003). Como, por 
exemplo, para CHIKV já foram relatados estudos focados em alvos para encontrar inibidores 
contra proteínas não estruturais e estruturais. Um estudo identificou inibidores de nsP2 através 
de uma sistema de plasmídeos, no qual expressava fatores de transcrição com inserção de genes 
repórteres, e a proteína nsP2.   Quando nsP2 era expressa esses fatores de transcrição se ligavam 
a esta proteína, e com isso o gene repórter não era expresso. Entretanto quando havia inibidores 
que se ligavam a nsP2,  os fatores de transcrição ficavam livres e assim havia expressão de 
fluorescência. Através do nível de fluorescência era possível distinguir entre compostos que 
estavam interferindo com a proteína nsP2 (LUCAS-HOURANI et al., 2013b). Outros estudos 
investiram em ensaios enzimáticos e in silico para busca de moléculas que inibiam nsP2 e nsP1 
e glicoproteínas do envelope viral  por competição de ligação em sítios ativos (RASHAD; 
KELLER, 2013; BULLARD-FEIBELMAN; FULLER; GEISS, 2016; SAHA et al., 2018).  
Já os ensaios celulares são modelos fenotípicos que podem explorar processos e 
mecanismo do patógeno quanto da célula hospedeira, e tem, como vantagem, investigar 
inibidores que interagem em todos estágios da infecção viral (BEYLEVELD et al., 2013; 
KILIANSKI; BAKER, 2014). Entre os métodos celulares, o mais utilizado é o sistema de 
replicon que permite encontrar inibidores contra estágios da replicação viral. O primeiro ensaio 
de triagem fenotípico desenvolvido para CHIKV foi através desse sistema, onde foi utilizado 
um replicon baseado na expressão genes repórteres (Rluc e EGFP) em células BHK. Desta 
maneira, a triagem primária foi realizada com uma biblioteca contendo 123 produtos naturais e 
233 compostos farmacologicamente ativos, onde foi possível identificar 5 compostos com 
atividade que inibiam proteínas envolvidas em etapas da replicação (POHJALA et al., 2011). 
Em seguida, outras triagens utilizando o mesmo sistema de replicon foram conduzidas.  Um 
desses estudos identificou três compostos, abamectina, ivermectina e berberina, com atividade 
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em diferentes estágios da replicação de CHIKV(VARGHESE et al., 2016). Outro grupo  
encontrou uma nova classe de inibidores de chaperona HSP90 através de uma biblioteca de 157 
compostos análogos (LILLSUNDE et al., 2017). Além disso, sistemas de replicons em células 
humanas também foram desenvolvidos. Como por exemplo, foi desenvolvido um sistema em 
células U2-0S expressando o replicon GFP de CHIKV,  que identificou o composto digoxina, 
um antagonista da bomba sódio potássio ATPase (ASHBROOK et al., 2016), e em células Huh 
7, onde foram identificados um análogo de nucleosideo b-D-N4- hidroxicistina (NHC), 
(EHTESHAMI et al., 2017). Desta maneira, a utilização de sistema com replicon permitiu 
encontrar diversos inibidores envolvidos em diferentes etapas da replicação de CHIKV. Além 
desses sistemas de replicon, foram desenvolvidas abordagens através de vetores de expressão 
de baculovírus para encontrar compostos que interagiam em etapas iniciais da infecção, de 
entrada viral. Esses sistemas também possuíam inserção de genes repórter, porém com 
proteínas estruturais de CHIKV. Com isso, foi possível selecionar através de coleções de 
moléculas, os compostos niclosamida e nitazoxanida caracterizados como bloqueadores de 
adsorção e internalização viral de CHIKV(WANG et al., 2016).  
Ensaios fenotípicos de viabilidade celular também foram empregados para triar 
inibidores contra CHIKV, visto que CHIKV produz rápido efeito citopático e lise celular 
(CRUZ et al., 2013a; WADA et al., 2017). Em 2013, nosso grupo desenvolveu um ensaio de 
viabilidade celular utilizando o método de resazurina para triar uma biblioteca de 4000 
moléculas de inibidores de quinases, no qual foram encontrados um grupo de 4 moléculas 
estruturalmente semelhantes que inibiam a morte celular induzida pelo vírus (CRUZ et al., 
2013a).  O ensaio de resazurina mede a viabilidade celular através da quantificação de enzimas 
desidrogenasses de células metabolicamente ativas (O’BRIEN et al., 2000). Outro ensaio 
similar, de viabilidade celular, é o ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium). Ele foi aplicado para triagem de uma coleção de moléculas químicas 
exclusivas, onde se identificou um composto ativo contra CHIKV que foi caracterizado como 
inibidor da nsP4 associado com atividade contra RpRd (WADA et al., 2017) . Além dos ensaios 
de viabilidade celular, ensaios baseados em imagens estão sendo empregados para encontrar 
inibidores em modelos celulares. Esses ensaios de imagem são denominados de ensaios de alto 
conteúdo (do inglês , HCS- high content screening), e são realizados através de um sistema com 
um microscópio de florescência automatizado e um programa de análise acoplado para 
processar os dados obtidos. Com esse sistema é possível processar um grande número de 
imagens, o que permite avaliar multi-parâmetros, como por exemplo, parâmetros de inibição 
celular, quantificação de estruturas celulares e ainda viabilidade celular. Esses parâmetros são 
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definidos de acordo com o modelo, que são identificados através de marcação celular, como 
anticorpos e corantes ou através de gene repórteres que expressam fluorescência (SMITH; 
HORVATH, 2014). O trabalho de Kaur et al (2013) desenvolveu um ensaio HCS para CHIKV, 
que foi baseado em uma metodologia de imunofluorescencia, no qual células infectadas eram 
marcadas por um anticorpo que reconhecia glicoproteínas do envelope viral de CHIKV, com 
isso, a partir de uma biblioteca de 502 compostos, foi possível identificar o composto natural 
harringtonina (KAUR et al., 2013).  
A realização de campanhas de triagens  de  drogas nos últimos anos possibilitou a 
descoberta de nova classe de inibidores contra CHIKV, ponto de partida para o 
desenvolvimento de novos fármacos. Visto que CHIKV é um vírus de emergente, de 
importância médica,  e vem se estabelecendo em novos lugares, é importante a realização de 
novos estudos focados em campanhas de triagens para o aceleramento da descoberta de 
antivirais com futura aplicação terapêutica ou profilática (SILVA et al., 2018).   
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2 OBJETIVOS  
2.1 OBJETIVO GERAL 
Este projeto teve como principal objetivo desenvolver um ensaio celular para 
Chikungunya, a fim de realizar triagens com coleções de compostos farmacologicamente 
ativos, tais como compostos clinicamente aprovados. A partir dessas triagens, selecionar 
potenciais candidatos para estudar o efeito antiviral e caracterizar o mecanismo de ação dos 
compostos in vitro contra a infecção de CHIKV.  
2.2 OBJETIVOS ESPECIFÍCOS 
• Desenvolvimento do ensaio celular contra CHIKV 181/25 para triagens de coleções de 
compostos;  
• Realização de triagens primárias com ensaio estabelecido em Huh 7 a partir de bibliotecas 
disponíveis e painel de antivirais; 
• Seleção de compostos candidatos com atividade antiviral e índice de seletividade 
promissora; 
• Priorização de compostos para ensaios de caracterização in vitro da atividade inibitória 
contra CHIKV; 




3. 1 CULTURA DE CÉLULAS E VÍRUS  
No presente trabalho foram utilizadas células de linhagem de hepatocarcinoma 
humano (Huh-7) comercialmente adquiridas pela coleção do banco de células japonês (JCRB 
– japonese collection of research bioresources); células Vero de linhagem de rim de macaco 
verde, células de linhagens de Aedes albopictus C6/36 gentilmente doadas pelo professor Dr 
Amilcar Tanuri da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ); e células de linhagem 
epiteliais de osteosarcoma humano (U2-OS) obtidos comercialmente através do Banco de 
Células do Rio de Janeiro. As células de linhagens Huh 7 foram cultivadas em meio DMEM/F-
12 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich) e 
100U/mL penicilina e 100 µg/mL estreptomicina (Gibco/Invitrogem, EUA). As células Vero e 
U2-OS foram cultivadas em meio DMEM com alta concentração de glicose (D-MEM/alta 
glicose, Gibco-Thermo Fisher) suplementado com 10% SFB e 100U/mL penicilina e 100 
µg/mL estreptomicina. As células C6/36 foram cultivadas em meio Leibowitz (L-15-Sigma-
Aldrich) contendo 5% de SFB com 100U/mL penicilina e 100 µg/mL estreptomicina. Células 
Huh 7, U2-OS e Vero foram mantidas em ambiente umidificado a 37 ºC e 5% de CO2, enquanto 
que C6/36 foi mantida a temperatura 28ºC em estufa bacteriológica. A cepa vacinal de CHIKV 
181/25 foi originada do isolado AF15561 da Tailândia em 1986, gentilmente cedida pela 
University of Texas Medical Branch at Galveston (UTMB) (LEVITT et al., 1986).  Foram 
utilizadas duas cepas selvagens de linhagens ECSA, CHIKV S27 referente uma cepa protótipo 
africana adaptada em laboratório, e CHIKV 99/2016BR, isolado obtido da epidemia de 2016 
na cidade Recife, Brasil, através de um paciente com febre da chikungunya. Ambas as cepas 
são de linhagem ECSA e foram gentilmente doadas pelo Dr Paolo Zanotto, da Universidade de 
São Paulo (USP)  (CUNHA et al., 2017). Todos os vírus foram propagados em células Vero. O 
sobrenadante das células infectadas foi coletado, e os estoques foram mantidos em um freezer 
- 80 ºC. Títulos foram determinados em PFU/mL, através do ensaio de titulação por formação 
de placa de lise.  
3.2 ENSAIO DE FORMAÇÃO DE PLACA DE LISE  
Todos os vírus foram titulados pelo ensaio de formação de placa de lise em células 
Vero, sendo as células adicionadas em placas de 24-poços (Corning) e incubadas por 24 horas. 
No dia seguinte, foi preparado o inóculo de CHIKV a partir do estoque, onde foi diluído em 
diluições seriadas 1:10 (v/v) em D-MEM alta glicose, sem suplemento. O inóculo referente a 
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cada diluição foi adicionado na monocamada celular e incubado por 1,5h a 37 ºC e 5% de CO2.  
Em seguida, o inóculo foi removido, e células foram lavadas com tampão salina fosfato, diluído 
em agua destilada 1x (v/v) em pH 7,4 (PBS 1x , Sigma-Aldrich).  Células foram cobertas com 
1,7% de carboximetilcelulose (CMC, Sigma-Aldrich) diluído em meio D-MEM alta glicose 2x 
concentrado, contendo SBF a 20%. Placas foram incubadas por 72 horas  a 37ºC e 5% de CO2.  
Após esse período, a solução de CMC foi removida e  as células foram lavadas com PBS 1x, e 
fixadas com 4% de paraformaldeído (PFA-Sigma-Aldrich) diluído em PBS 1x, pH 7,4. Em 
seguida, as células foram coradas com cristal violeta 0,1 % (Sigma-Aldrich, preparado com 
água destilada, 2,5% de etanol e 10% de formamida). O número de placas de lise foi 
quantificado, e o resultado foi expresso através de PFU/mL (unidade formadoras de placas / 
mL). Onde, título = média dos focos contados x diluição do poço/ volume do inóculo.  
3.3 COLEÇÕES DE COMPOSTOS COMERCIAIS 
Foram utilizadas duas coleções de compostos neste estudo, uma biblioteca de 
compostos farmacologicamente ativos, com 1.280 compostos (LOPAC 1.280) obtida pela 
Sigma-Aldrich, e a coleção de compostos Pathogen Box (PBox) com 400 moléculas bioativas 
contra doenças tropicas adquiridas pelo consórcio Medicines for Malaria Venture (MMV, 
Suíça). As bibliotecas vieram preparadas em placas de 96-poços na concentração estoque de 
10mM diluídas com 100% de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich), e foram armazenadas 
a -20oC.  Os compostos 6-azauridina (CAS #54251), interferon a2A (IFN-a2A CAS #H6041), 
5-flourouracil (CAS #51218), ácido micofenólico (CAS #24280-93-1), bafilomicina A1 (CAS 
# 88899552), cloroquina (CAS #50635), PAC-1 (CAS #315183-21-2), brequinar sódico (CAS# 
96201-88-6), isetionato de pentamidina (CAS#140-64-7) e cloreto de dequalinio (CAS# 
1255077-34-9) foram comercializados pela Sigma-Aldrich. Os compostos sofosbuvir e 
daclatasvir foram gentilmente doados pela empresa farmacêutica Microbiológica Química e 
Farmacêutica (RJ-Brasil) e o composto ledipasvir foi doado pela empresa MedChemExpress 
(USA). Compostos vieram concentrados em pó e foram dissolvidos em 100% DMSO para 
armazenamento, cloroquina e cloreto de dequalinio foram preparados em água destilada e  IFN 
a2A foi preparada em água destilada com 0,5% de albumina (Sigma-Aldrich).  
3.4 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR 
Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em placas de 384-poços (Greiner 
Bio-One), e conduzidos por dois métodos, resazurina, e o método da marcação nuclear DAPI. 
O ensaio de resazurina foi baseado nas condições para células Huh 7 descritas por Cruz et al, 
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2013 (CRUZ et al., 2013a), onde 10µM de-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-óxido 
(Resazurina, Sigma-Aldrich), diluídos em PBS 1x foram adicionados nas placas de ensaio, e o 
sinal da resazurina foi adquirido após 12 horas de exposição, a 37 0C, 5% CO2, por um leitor 
de fluorescência com o comprimento de onda de 550/585 mm de excitação/emissão. Valores 
foram determinados em unidade relativa de florescência (RFU). No ensaio de viabilidade 
celular por DAPI, células presentes foram quantificadas pela presença da marcação de 6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma Aldrich). Para isso, células foram fixadas com 4% 
PFA em PBS 1x, por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo após, células foram lavadas 
com três ciclos de PBS 1x, onde foram adicionados 5µg/mL de DAPI diluídos em PBS 1x e 
incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas 
novamente, e por fim cada poço foi recoberto com 50µL de PBS 1x. As placas foram 
armazenadas a 4oC até serem submetidas á leitura e análise. Foram quantificados valores de 
fluorescência por RFU, e número total de células. A fluorescência foi determinada pelo 
comprimento de onda de 350/430mm de excitação/emissão. E a contagem de células foi 
realizada através de um microscópio automatizado, onde foi quantificado o número total de 
núcleos em campos selecionados de cada poço de análise na magnificação de 20x.  
3.5 PADRONIZAÇÃO EM FORMATO MINIATURIZADO PARA 
SISTEMA DE TRIAGEM DE COMPOSTOS    
Com objetivo de determinar condições celulares necessárias para realização de um 
ensaio de triagem de compostos em formato de placas de 384-poços, a cinética de crescimento 
e tolerância ao DMSO em células Huh 7 foram determinados. O ensaio de cinética de 
crescimento celular foi realizado a partir da adição de Huh 7 em diferentes densidades celulares, 
com 2x102, 5x102, 1x103, 3x103 e 8x103 células por poço.  Foram incluídos também o branco, 
ou seja, poços sem adição de células com meio de cultura. Células foram incubadas por 24, 48 
e 72 horas a 370C, 5% CO2. Após cada período de incubação, placas foram avaliadas através 
de métodos de viabilidade celular, com resazurina, e por meio da marcação de DAPI. Para o 
ensaio de tolerância do DMSO, células Huh 7 foram expostas a 0,5%; 0,1%; 1;5%, 10% de 
DMSO diluído em PBS 1x, células sem DMSO foram adicionados como controle, e poços, 
apenas com meio de cultura, foram incluídos como branco. Após 72 horas, resazurina foi 
adicionada e placas foram analisadas no leitor de fluorescência com comprimento de onda 
550/585 mm excitação e emissão respectivamente.  
Em seguida, foi determinado a multiplicidade de infecção (MOI). Para isso, células 
Huh 7 foram infectadas com diferentes MOIs de 0,02; 0,05; 0,1 e 0,5 de CHIKV 181/25 em 1% 
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DMSO. Células sem vírus com 1% DMSO foram utilizadas como controle. Células infectadas 
foram incubadas por 24, 48, e 72 horas. Após esse período placas foram conduzidas para o 
ensaio de resazurina, e para o ensaio de DAPI através da leitura por fluorescência em RFU para 
obtenção de valores de viabilidade celular. 
3.6 TRIAGEM PRIMÁRIA DE VIABILIDADE CELULAR   
Para o ensaio de viabilidade celular estabelecido, foi conduzido a triagem primária 
com a biblioteca LOPAC. Os compostos estavam armazenados na concentração de 10mM, 
onde foram diluídos em DMSO para uma placa intermediaria para a concentração final de 1mM 
em 100% DMSO.  Em seguida esta placa foi utilizada para a triagem primária, no qual os 
compostos foram diluídos em 16,6x em PBS 1x para obter a concentração final de 60 µM em 
6% DMSO. Assim, 10µL de cada composto foi transferido para as placas de ensaio, onde cada 
amostra foi testada na concentração única de 10µM em 1% DMSO. Os compostos foram 
transferidos manualmente, e células Huh 7 infectadas com CHIKV 181/25 foram adicionadas 
em todas as placas. Apenas células foram adicionadas previamente com meio de cultura sem 
inóculo.  Os controles foram incluídos nas colunas laterais, onde foi definido o controle 
negativo como, células infectadas apenas com  1% DMSO, e controles positivos como células 
infectadas tratadas 50 ng/mL IFN- α2a, e células não infectadas com DMSO 1%. Entre as placas 
de ensaio foram adicionadas duas curvas dose resposta de IFN- α2a. Todas as placas foram 
incubadas por 72 horas em estufa de 37°C/5% com CO2. A triagem primária foi realizada em 
duplicata (dois experimentos independentes) para validação do ensaio. As placas foram 
preparadas e analisadas pelo método de quantificação de fluorescência por DAPI, a partir da 
leitura no leitor de placa Multi-modo, Ensight (PerkinElmer), no comprimento de onda de 
350/430mm excitação/emissão. Os compostos selecionados (hits) foram conduzidos para o 
ensaio de confirmação dose resposta. 
3.7 DESENVOLVIMENTO DE UM ENSAIO DE ALTO-CONTEÚDO (HCS) 
O ensaio de alto conteúdo (HCS) foi previamente padronizado de acordo com a 
técnica de imunoflorescência (IFA) baseado em um anticorpo policlonal anti-CHIKV. Para 
isso, células Huh 7 foram infectadas por CHIKV 181/25 no MOI de 0.1 e foram tratadas com 
IFN -α2A em diluições seriadas (1:2) em PBS 1x durante 72 horas. Logo, placas foram fixadas 
com PFA 4% diluído em PBS, e foram lavadas com dois ciclos consecutivos de PBS. Em 
seguida, o anticorpo primário, foi adicionado em diluições crescentes de 1:500, 1:1000, 1:2000, 
e 1:4000 em tampão de bloqueio (PBS contendo 5% SFB). O anticorpo primário utilizado foi 
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um anticorpo policlonal fluído ascítico imune de camundongos anti-CHIKV (FAI anti-
CHIKV), obtido através soros de camundongos infectados por CHIKV. FAI anti-CHIKV foi 
gentilmente doado pelo professor Dr Luiz Tadeu Moraes Figueiredo (Faculdade de Medicina 
da Universidade de São Paulo em Ribeirão Preto, FMRP-USP). Placas foram incubadas durante 
30 minutos com FAI anti-CHIKV em temperatura ambiente, logo após foram submetidas com 
dois ciclos de lavagem de PBS, então o anticorpo secundário Alexa flour 488 (Goat-anti-Mouse 
IgG – Thermo Fisher Scientific) ou Alexa Flour 594 (Goat-anti-Mouse- Thermo Fisher 
Scientific) foi adicionado com 5mg/mL de DAPI em solução de PBS 1x. No final, 50µL de 
PBS 1x foram completados em cada poço e placas foram armazenadas a -4oC até serem 
submetidas à aquisição de imagem.  
Duas condições de infecção com CHIKV 181/25 em células Huh 7 foram avaliadas 
para o ensaio de HCS com IFA. Na primeira condição, 3.000 células foram adicionadas e 
infectadas concomitantemente com CHIKV nos MOIs de: 1;0,5;0,1 e 0,05 em placas de 384-
poços com 1% DMSO.  Cada MOI foi observado em diferentes tempos, de 24, 36, 48, 54 e 60 
horas de infecção. Para segunda condição, células foram previamente adicionadas e após 24 
horas foram infectadas nos diferentes MOIs com 0,5% DMSO  e incubadas por  36, 48 e 72 
horas.  
A aquisição das imagens foi realizada em um sistema de alto-conteúdo (HCA) 
realizado por microscópio de florescência automatizado. Neste trabalho foram utilizados dois 
sistemas automatizados disponíveis: Operetta (PerkinElmer), no qual a análise dos dados foi 
processada pelo programa Harmony (PerkinElmer), e o INcell analyzer 2200 (GE Life 
Sciences), no qual a análise dos dados foi realizada no programa InCell Investigator v.1.6.1 
(GE, USA). Em ambos os sistemas foram adquiridas 4 imagens em campos representativos de 
cada poço, na magnificação de 20x.  Em cada campo foi quantificado o número total de células, 
no qual foram filtradas entre células infectadas e não infectadas. O núcleo foi determinado pelo 
tamanho e sinal da marcação de DAPI. Logo, o citoplasma foi segmentado, onde células 
infectadas apresentaram sinal de fluorescência com intensidade 6x maior em comparação ao 
sinal do fundo, ou de células não infectadas através da marcação do anticorpo secundário (Alexa 
flour 488 ou Alexa Flour 594). Imagens foram tratadas pelo programa ImageJ v.1.51 e foram 
ajustados configuração de cores, iluminação, contraste e corte da imagem para obtenção de 
figuras representativas.  
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3.8 TRIAGEM DAS BIBLIOTECAS LOPAC E PATHOGEN BOX 
A triagem primária de duas coleções de compostos foi realizada com metodologia 
de HCS, com a LOPAC e Pathogen Box (PBox). Os compostos estavam armazenados na 
concentração de 10mM, no qual foram transferidos para uma placa intermediaria para ser 
diluídos na concentração de 2mM em 100% DMSO. Para realização dos ensaios, os compostos 
foram diluídos em 33,3x em PBS 1x para obter a concentração final de 60 µM em DMSO 3%. 
Assim, 10µL de cada solução composto foi transferido para a placa de ensaio com contração 
final de 10µM em DMSO 0,5% . Controles foram adicionados nas laterais, nas colunas 1,2,23 
e 24. Foi definido o controle negativo como células infectadas tratadas com DMSO 0,5%, e o 
controle positivo como células infectadas tratadas com 50 µM de 6-azauridina, e células não 
infectadas tratadas com 0,5% DMSO.  Células Huh 7 foram adicionadas previamente em placas 
de 384-poços e, após 24 horas, foram infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 0,05, logo 
compostos foram transferidos para todas as placas de ensaio. Placas foram incubadas por 48 
horas e submetidas ao ensaio de IFA previamente descrito. Imagens foram adquiridos e 
analisados pelo sistema de alto conteúdo INcell Analyzer 2200. A triagem com biblioteca 
LOPAC foi realizada em duplicata, em dois experimentos independentes para validação. Já a 
triagem com a coleção PBox foi realizada em uma rodada.  
3.9 TRIAGEM EM DOSE RESPOSTA  
Compostos foram preparados em diluições seriadas (1:2) diluídos em DMSO 
100%, com exceção aos compostos preparados em água, esses foram diluídos em PBS 1x. Para 
o ensaio de confirmação os compostos foram obtidos das placas estoque das bibliotecas, no 
qual estavam a 10mM e foram passadas para uma placa intermediária para realização da 
diluição em dose resposta. A partir desta placa, os compostos foram diluídos de acordo com o 
protocolo de cada ensaio. Onde, com metodologia de viabilidade celular, os compostos 
selecionados da LOPAC foram diluídos 16,6x em PBS 1x em placa intermediaria, no qual a 
maior concentração testada foi de 100µM em 1% DMSO da curva de dose resposta. No ensaio 
de confirmação de HCS , foram diluídos 33,3x em PBS em placa intermediária no qual, foi 
passado para a placa de ensaio diluído em 60µL. Com isso, a  maior concentração testada foi 
50 µM em 0,5% DMSO, exceto brequinar sódico, que foi testado na maior concentração de 25 
µM. Nos demais estudos, a concentração máxima testada da curva dose resposta foi de 100 µM 
para os compostos 6-azauridina, 5-flourouracil, sofosbuvir, daclatasvir, ledipasvir, PAC-1, 
brequinar sódico e cloreto de dequalinio. Exceto IFN-α 2A, que foi testado em 100 ng/mL, 
bafilomicina A em 50 nM, cloroquina e ácido micofenólico em 120 µM. 
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Os valores de atividade normalizada, viabilidade celular ou sobrevivência celular 
foram plotados no programa GraphPad Prisma versão 7.0. Foram obtidas curvas de regressão 
sigmoidal, que resultaram em valores de EC50 (concentração efetiva que apresenta 50% de 
atividade contra infecção) e CC50 (concentração que diminui em 50% a sobrevivência celular). 
Os valores CC50  foram baseados em células Huh 7 infectadas com CHIKV e tratadas com cada 
composto indicado. A razão entre os valores de CC50 e EC50 (CC50/ EC50) foram determinadas 
para calcular o índice de seletividade (SI) de cada composto.  
 3.10 ANÁLISE DE DADOS  
3.10.1 NORMALIZAÇÃO DOS DADOS  
Os valores de viabilidade celular foram calculados e normalizados em relação aos 
valores obtidos de RFU das amostras e controles. Os resultados foram normalizados com a 
média do controle negativo (Células infectadas, tratadas com DMSO 1%) e controle positivo 
(Células infectadas, tratadas com 50 ng/mL de IFN α2A), em que: Viabilidade celular = [(RFU 
amostra – RFU controle negativo)/( RFU controle positivo -  RFU controle negativo) x 100 
] . 
No ensaio de HCS a atividade normalizada foi obtida através de valores de taxa de 
infecção (TI), que foi definida pela razão entre (i) o número de células infectadas e (ii) o número 
total de células. A atividade normalizada foi calculada em relação ao controle negativo (Células 
infectadas tratadas com 0,5% DMSO) e controle positivo (Células infectadas tratadas com 
50µM de 6-azauridina), em: Atividade normalizada = [(TI amostra – TI controle positivo) 
/ (TI controle negativo – TI  controle positivo) x 100]. Onde, TI significa taxa de infecção. 
A sobrevivência celular foi calculada de acordo com a porcentagem do número total 
de células da condição teste sobre o número total de células do controle positivo, em que: 
Sobrevivência celular = (Número total de células amostra / Número total de células 
controle positivo ) x100 
O critério de seleção dos hits foi baseado de acordo com os resultados de atividade 
normalizada ou viabilidade celular e sobrevivência celular para cada triagem primária. Gráficos 
de distribuição foram plotados e adquiridos pelo programa TIBCO spotifire 7.0.  
3.10.2 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
O desempenho do ensaio de triagem primário foi determinando pela relação das 
médias dos controle positivo e negativo e seus respectivos desvio-padrão pela equação do fator 
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Z’ descrito por Zhang et al.(ZHANG, 1999).  Para determinar o coeficiente de variação entre 
duas replicatas das triagens primárias foi realizado o teste estatístico de coeficiente de 
correlação de pearson r (r) a partir dos valores de atividade normalizada. Os demais ensaios 
foram avaliados usando o teste Two-away ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett. As análises 
foram realizadas usando o programa GraphPad Prisma 7.0, com nível de significância de 
p<0,05. 
 
3.11 ENSAIO  REDUÇÃO DO TÍTULO VIRAL  
Células Huh 7 foram semeadas em placas de 96-poços (Greiner Bio-One) e, após 
24 horas, foram infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 0,05 e tratadas com compostos em 
diferentes concentrações. Placas foram incubadas a 37 ºC, 5% CO2 por 1,5h. Após a incubação, 
o inóculo foi removido e células foram lavadas com PBS.  Novamente todos os compostos 
foram adicionados e poços foram completados com meio fresco D-EMEM F-12 com 10% de 
SFB e antibiótico. Células infectadas com 0,5% DMSO foram utilizadas como controle 
negativo. Após 48 horas, o sobrenadante referente a cada poço foi coletado e o número de 
partículas virais foi quantificado através da titulação do sobrenadante pelo método ensaio de 
formação de placa de lise. 
3.12 ENSAIO DE CINÉTICA DA REPLICAÇÃO DE CHIKV CÉLULAS 
HUH 7. 
Células Huh 7 foram adicionadas em placas de 96-poços. Após 24 horas, foram 
infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 1. Placas foram incubadas a 37 ºC, 5% CO2 por 1,5h 
e, logo após, inóculo foi removido e células foram lavadas com PBS. Meio fresco D-EMEM F-
12 com 10% de SFB e antibiótico foram adicionados em cada poço. Placas foram colocadas 
novamente em temperatura de 37 ºC, 5% CO2, e sobrenadantes foram coletados 4 ,10, 16, 18, 
24, 38 e 48 horas após a infecção. O número de partículas virais foi quantificado, através da 
titulação do sobrenadante, pelo método ensaio de formação de placa de lise.  
3.13  ENSAIO DE TEMPO DE ADIÇÃO DE DROGA  
O ensaio de adição de droga foi realizado com compostos isetionato de 
pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio, sendo testadas as concentrações de 
50µM, 20µM e 6µM, e foi baseado no ensaio descrito por Ho et al (HO et al., 2015). Células 
Huh 7 foram semeadas em placas de 96-poços e, após 24 horas, células foram infectadas com 
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CHIKV no MOI de 1, durante 1,5h em 37 ºC, 5% CO2. Após esse processo, o inóculo foi 
removido, células foram lavadas com PBS 1x e poços completados com meio fresco D-EMEM 
F-12 com 10% de SFB e antibiótico. Compostos foram adicionados em pontos de pré-
tratamento (2 horas antes da infecção), simultaneamente com a infecção (Co-infecção, 0 horas), 
e, após a infecção, com tratamento depois de 2, 4, 10, 18 horas. Células infectadas e tratadas 
com DMSO 0,5% foram utilizadas como controle negativo. O sobrenadante de cada ponto foi 
coletado no tempo final do ensaio, após 48 horas.  O número de partículas virais foi 
quantificado, através da titulação do sobrenadante, pelo método ensaio de formação de placa 
de lise.  
3.14 ENSAIO DE ADSORÇÃO E INTERNALIZAÇÃO VIRAL  
Células Huh 7 foram adicionadas em placas de 24 poços e, após 24 horas, células 
foram pré-refrigeradas em temperatura de 40C.  Em seguida, as células foram infectadas com 
CHIKV 181/25 no MOI de 1, e tratadas com os compostos isetionato de pentamidina, brequinar 
sódico e cloreto de dequalinio nas concentrações de 50µM, 20µM e 6µM. Placas foram 
colocadas na temperatura de 4 °C durante 1,5h. Após a incubação, o inóculo foi removido e 
células foram lavadas com PBS, e poços foram completados com meio fresco D-EMEM F-12 
com 10% de SBF e antibiótico, onde placas foram incubadas no em 37°C, 5% CO2. Células 
infectadas  e tratadas com 0,5% DMSO foram utilizadas como controle negativo. 
Para o ensaio de internalização células foram infectadas com CHIKV 181/25 no 
MOI de 1, durante 1,5h  em temperatura de 4 °C. Após a incubação, o inóculo foi removido e 
células foram lavadas com PBS. Em seguida, foi adicionado meio fresco D-EMEM F-12 com 
10% de SFB e antibiótico, com os tratamentos dos compostos isetionato de pentamidina, 
brequinar sódico e cloreto de dequalinio nas concentrações de 50µM, 20µM e 6µM. Placas 
foram incubadas 37 °C, 5% CO2, durante 1,5 h. Após a incubação, o sobrenadante foi removido, 
e as células foram lavadas com solução de citrato ( 40mM de ácido cítrico, 10mM de cloreto 
de potássio, 135mM de cloreto de sódio pH 3) para remover os vírus adsorvidos mas não 
internalizados. Após 1 min, o citrato foi removido, e células foram lavadas com PBS 1.  Poços 
foram completados com meio fresco D-EMEM F-12 com 10% de SFB e antibiótico, onde 
placas foram incubadas em 37°C, 5% CO2. Células infectadas tratadas 0,5% DMSO foram 
utilizadas como controle negativo.  Para ambos os ensaios, o sobrenadante foi coletado após 48 
horas, e o número de partículas virais foi quantificado através da titulação do sobrenadante, 
pelo método ensaio de formação de placa de lise.  
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3.15. ENSAIO DE INATIVAÇÃO DA PARTÍCULA VIRAL.  
Os compostos isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio 
foram incubados nas concentrações de 50µM, 20µM e 6µM e 0,5% DMSO (controle), com a 
presença do inóculo de CHIKV no MOI de 10, durante 2 horas em temperatura de 370C. Após 
a incubação, cada suspensão foi diluída 1:10 em meio fresco D-EMEN F-12 sem suplemento. 
Essa diluição foi realizada para o efeito dos compostos serem inativados nas etapas posteriores.  
Com isso, células Huh 7, previamente semeadas (24 horas) em placas de 24-poços, foram 
infectadas com suspenção diluída dos compostos com inóculo, durante 1,5h a 370C, 5% CO2. 
Após a incubação, a suspenção foi removida, células foram lavadas com PBS 1x, e placas foram 
incubadas a 370C, 5% CO2. O sobrenadante foi coletado após 48 horas de incubação e o número 
de partículas virais foi quantificado através da titulação do sobrenadante,  pelo método ensaio 
















4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 PADRONIZAÇÃO IN VITRO DAS CÉLULAS HUH 7  
A escolha das células hospedeiras e suas condições de infecção em formato de placa 
de 384 poços foi realizada como primeira etapa na otimização do ensaio de triagem de drogas 
para CHIKV.  Neste caso, foi proposto utilizar células imortalizadas de hepatocarcinoma 
humano (Huh 7) como modelo in vitro, visto ser uma célula suscetível para infecção de diversos 
vírus que possuem tropismo hepático, e considerada um modelo celular representativo por 
serem células de origem humana. Já foi reportada a suscetibilidade da célula Huh 7 para 
infecção de CHIKV, onde foi observada uma alta produção de partículas virais após infecção 
(ROBERTS et al., 2017). Além disso, é uma célula que cresce em monocamada, de maneira 
homogênea dentro de placa de ensaio e, por isso, é preferível para ser utilizadas em modelos de 
triagens fenotípicas. Outros trabalhos de triagens já utilizaram células Huh 7 como modelo para 
DENV (CRUZ et al., 2013b), para CHIKV (CRUZ et al., 2013a), para ZIKV  (PASCOALINO 
et al., 2016; BERNATCHEZ et al., 2018), e para HCV (YU; UPRICHARD, 2010).  
Inicialmente foram definidas condições de densidade celular para Huh 7 e 
tolerância a diferentes concentrações de DMSO.  Para definir quantidades celulares foram 
testadas de 200 até 8.000 células por poço em placa de 384 poços, onde a cinética de 
crescimento celular foi acompanhada em 24, 48 e 72 horas de tempo de incubação. As 
condições foram avaliadas através do ensaio de viabilidade celular por resazurina. Os valores 
demostraram aumento linear de detecção de resazurina entre 500 até 3.000 células de acordo 
com o tempo. Já a densidade de 8.000 células não apresentou este aumento, o que sugere ter o 
crescimento celular chegado ao seu máximo em até 24 horas. Com isso, as células 
permaneceram em estado estacionário, onde, ao longo do tempo, houve queda de viabilidade 
celular (Figura 6). Para observar a distribuição celular foram adquiridas imagens 
representativas através da metodologia de imageamento, nas quais foi observado, a partir das 
imagens consecutivas, o número de células crescente em até 72 horas, nas densidades de 1.000 







Figura 6. Cinética de crescimento das células Huh 7 em placas de 384 poços pelo ensaio de resazurina. Foram 
testadas as densidades de 200, 500, 1000, 3000 e 8000 células por poço, onde cada densidade foi testada nos 
tempos de 24, 48 e 72 horas de incubação. Barras representam o desvio padrão das médias das replicatas. As 
replicatas representam 40 poços do mesmo experimento.  RFU: unidade relativa de florescência 
 
 
Figura 7.  Distribuição celular de células Huh 7 em placas de 384 poços. Imagens representativas de diferentes 
densidades celulares ao longo do tempo. Foram adicionadas  1.000,  2.000, 3.000 e 4.000 células por poço e placas 
foram analisadas em 24, 48  e 72 horas de incubação. O núcleo das células foi marcado com a coloração de DAPI. 
Imagens foram adquiridas na objetiva de 20x em um microscópio de fluorescência automatizada em sistema de 
HCS. Cada imagem representa um campo por poço. Barras representam tamanho de 100µm.  
 
Visando realizar um ensaio com mais de 48 horas para exposição com o tratamento 
de compostos, foi proposto utilizar a condição de 3.000 células por poço. Neste condição foi 
observado o crescimento exponencial e distribuição homogênea por campo, e além disso 
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quantidade de células apropriada para análise estatística (Figura 7).  Em seguida a esta 
padronização, foi avaliado, então, o efeito do DMSO em células Huh 7. O DMSO é o principal 
solvente de compostos , no qual se estabiliza a molécula para armazenamento. A concentração 
final deste DMSO não pode ser citotóxica para células hospedeira. Desta maneira, foi realizado 
o ensaio de tolerância ao DMSO em células Huh 7 (RAMMLER; ZAFFARONI, 1967). Os 
resultados demostraram que em até 1% as células foram tolerantes com DMSO, sendo que nesta 
concentração não foi detectadas queda de viabilidade celular. Já nas concentrações mais altas 
(5% e 10%), o sinal de resazurina diminuiu, o que indica perda de viabilidade celular (Figura 
8). Todos esses resultados, de cinética de crescimento e análise de tolerância de DMSO em 
células Huh 7,  corroboram com os resultados descritos nos trabalhos anteriores com o mesmo 










Figura 8. Ensaio de citotoxicidade do DMSO em células Huh 7.  Células Huh 7, na densidade de 3000 
células/poço foram adicionadas em placas de 384 poços com controle (sem veículo) e 0,5%, 1%, 5% e 10% de 
DMSO. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de resazurina. Foram obtidos os valores de RFU para cada 
concentração testada. Barras representam desvio padrão das médias das replicatas. As replicatas representam 40 
poços do mesmo experimento. 
 
4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PARA TRIAGENS DE 
MOLÉCULAS CONTRA CHIKV  
CHIKV é conhecido por causar rápido efeito citopático pela infecção em células de 
primatas e mamíferos, como consequência leva o evento de lise celular (SOURISSEAU et al., 
2007; WIKAN et al., 2012). Dessa forma, foi proposto estabelecer e otimizar um ensaio de 
viabilidade celular em Huh 7, com intuito de investigar compostos que inibem a morte celular 
causada pelo vírus.  Anteriormente, já foi reportado um ensaio de viabilidade celular para 
CHIKV pelo nosso grupo com método de resazurina (CRUZ et al., 2013a).   
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Com isso, foi proposto estabelecer e comparar duas metodologias de viabilidade 
celular,  resazurina e DAPI. Resazurina serve como medida da viabilidade celular a partir de 
sua metabolização por enzimas desidrogenases presentes nas mitocôndrias, resultando na 
formação da resofurina, que é fluorescente (O’BRIEN et al., 2000). O método de redução da 
resazurina tem como vantagem ser um método rápido e de baixo custo, embora apresente 
algumas desvantagens. Como os valores de fluorescência de resazurina são obtidos pelo sinal 
de resofurina, presente nas amostras testadas, compostos que emitirem fluorescência serão 
identificados como falsos positivos. Além disso, o metabolismo da resofurina é conhecido por 
liberar subprodutos que podem ser citotóxicos para célula hospedeira (SMEE et al., 2017). Já o 
ensaio de DAPI, é baseado na marcação do corante DAPI no núcleo da célula,  através da 
intercalação do DNA, onde se liga em regiões ricas em AT na dupla fita. Essa marcação pode 
ser medida através da florescência de núcleos presentes, sendo bastante utilizado em ensaios de 
imagem, com microscopia de fluorescência (BANERJEE; PAL, 2008). Porém, diferente dos 
outros métodos de viabilidade celular, o valor da fluorescência de DAPI pode ser adquirido em 
células fixadas, em que os valores de fluorescência são diretamente proporcionais ao número 
de núcleos presente nos poços analisados (TARNOWSKI; SPINALE; NICHOLSON, 1991). 
Com isso, foi proposto utilizar essa abordagem para realização de um ensaio de triagem de 
viabilidade celular para CHIKV, pois, além de ser um método mais simples, tem a vantagem 
de não interferir no ensaio in vitro com intervenção de compostos ou células viáveis, como é 
observado com resazurina e outros ensaios de viabilidade celular (SMEE et al., 2017). 
Inicialmente foram avaliadas condições de infecção de CHIKV 181/25 em células 
Huh 7, previamente padronizadas em placas de 384 poços (Figura 7 e 8). Para isso, células Huh-
7 foram infectadas em diferentes multiplicidades de infecção nos (MOIs) de 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 
e 0.5, e o controle sem infecção, com DMSO 1%. A viabilidade celular foi observada em 24, 
48 e 72 horas através das metodologia de resuzurina e dapi. Foi observado, com os resultados 
de resazurina, detecção de perda de viabilidade celular de todos os MOIs após 24 horas de 
infecção e, após 48 horas, foi verificada uma redução significativa de células nos MOIs de 0.1, 
0.2 e 0.5 com valores de 67 % ± 15;  35% ± 12 e 21% ± 12 de viabilidade celular, 
respectivamente (Figura 9A). Valores similares foram encontrados pela quantificação de 
fluorescência pela metodologia de DAPI, onde ocorreu perda celular aparente após 48 horas de 
infecção nos MOIs de 0,1; 0,2 e 0,5, com 68% ± 15; 40% ± 11 e 23% ± 5, respectivamente 
(Figura 9B). Após 72 horas, todos MOIs apresentaram viabilidade celular  <10% comparando-
se com o controle não infectado em ambos os ensaios. Contudo, foi escolhida a condição na 
qual as células diminuíssem 90% de viabilidade celular  causada pela infecção viral com maior 
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tempo de exposição. Com isso, optou-se pela escolha do MOI de 0,1 com 72 horas de ensaio 
(Figura 9). Para a qualidade do ensaio de triagens de compostos, neste caso de viabilidade 
celular,  é importante haver separação satisfatória entre os valores de viabilidade celular de 
células infectadas e células não infectadas, ou tratadas com compostos ativos (Ver métodos 
sessão 3.10.2) (ZHANG, 1999). Além disso, optou-se na escolha do MOI de 0,1, pois nessa 
condição a perda celular ocorreu de forma crescente e evoluiu de acordo com tempo de 
infecção, diferentemente do que foi observado no MOI de 0,5, no qual o número de células caiu 
rapidamente em 48 horas (Figura 9).  
Como visto nos dois ensaios, tanto resazurina quanto medição de fluorescência pela 
marcação de DAPI, apresentaram valores similares de viabilidade celular (Figura 9).   
 
A.                     B.                                                                                                   
Figura 9. Quantificação da viabilidade celular através do ensaio de resazurina e marcação de DAPI.  Foram 
observados os resultados de viabilidade celular de células Huh 7 com controle não infectado com DMSO 1%, 
e infectadas com MOIs de 0,02, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,5. A viabilidade celular foi quantificada após 24, 48 e 72 
horas de infecção de CHIKV 181/25 com os diferentes MOIs. A. Resultados de viabilidade celular obtidos 
pela técnica da resazurina. B. Resultados de viabilidade celular obtidos através da marcação de DAPI. Barras 
representam os desvio-padrão das médias das replicatas. As replicatas representam 40 poços do mesmo 
experimento. 
 
4.3  VALIDAÇÃO DO ENSAIO DE VIABILIDADE DE DAPI PARA CHIKV  
Para realização de um ensaio de triagens com bibliotecas de compostos, 
previamente é necessário realizar uma validação destes ensaios com controles, de compostos 
referências, para confirmar se o ensaio é robusto e confiável. Por isso, para validação do ensaio 
de DAPI, foi testado um painel de compostos previamente reportado como tendo atividade 
contra CHIKV, como cloroquina, ácido micofenólico IFN-α2A  e 6-azauridina (BRIOLANT et 
al., 2004; KHAN et al., 2010, 2011; GALLEGOS et al., 2016). Além disso, foi calculado o 
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fator Z’, parâmetro estatístico que avalia a robustez e confiança estatística do ensaio através da 
distribuição dos controles. Em ensaios de triagens celulares se preconiza que ensaios aprovados 
devem apresentar valores de fator de Z’ ≥ 0,5 (ZHANG, 1999).  
 Os compostos antivirais foram testados em dose resposta para selecionar um 
composto referência, com atividade antiviral para o ensaio de DAPI.  Os compostos IFN α2A 
e 6-azauridina apresentaram atividade contra CHIKV, em dose dependente, com valores de 
EC50 de 2,7 ng/mL e 4,8µM, respectivamente . Ácido micofenólico e cloroquina não 
apresentaram atividade máxima próxima a 100% neste ensaio, no qual não foram capazes de 
preservar a viabilidade celular (Figura 10). Contudo, estudos anteriores reportaram valores de 
EC50 de 0,1 µM de atividade para ácido micofenólico e EC50 de 17,2 µM para cloroquina in 
vitro, sendo que esses valores de atividade não corroboram com nossos dados (KHAN et al., 
2010, 2011). Entretanto essa divergência encontrada poderia estar associada a dois fatos. O 
primeiro se refere com o modelo celular utilizado para testar a atividade desses composto. 
Estudos anteriores realizaram o ensaio em células linhagens de Vero, no qual  pode ter 
apresentado diferenças de perfil de citotoxicidade ou atividade contra CHIKV, comparado a 
células Huh 7, utilizadas neste ensaio (VICENTI et al., 2018b). E o segundo fato pode estar 
relacionado com tempo de exposição do composto e, ainda, com metodologia para quantificar 
resposta antiviral. Como descrito, os ensaios comumente utilizados para avaliar antivirais são 
através de metodologias clássicas de virologia, que avaliam resposta antiviral com ensaios de 
titulação ou de biologia molecular pela quantificação do número de partículas virais, ou RNA 
viral, resultante do tratamento do composto, diferente do presente trabalho que avaliou a 
proteção da droga contra o efeito citopático. Com isso, a avaliação de diferentes parâmetros 
pode impactar em diferentes valores  de EC50 in vitro (POSTNIKOVA et al., 2018; VICENTI 
et al., 2018b).  Entretanto, apenas IFN -α2A apresentou atividade máxima efetiva dentro deste 
ensaio (Figura 10).  Com isso, IFN α2A foi escolhido como composto referência, ou seja, 
controle positivo para o ensaio de viabilidade celular na concentração de 50ng/mL, ou seja 
concentração no qual o composto protege 100% a morte celular.  
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Figura 10 . Curvas dose resposta da atividade de antivirais contra CHIKV 181/25.  A atividade de INF α2A, 
6-azauridina, ácido micofenólico e cloroquina testados em dose resposta através do ensaio de viabilidade por 
DAPI. O valor de viabilidade celular foi calculado de acordo com valores de viabilidade normalizados pelo 
controle não infectado, plotados através da curva de regressão sigmoidal pelo programa Prism Graphpad Versão 
7.0, para adquirir valores de EC50 de CHIKV 181/25. Valores ND representam valores não determinados pela 
curva.  Barras representam o desvio padrão da média dos valores de viabilidade células realizado em duplicata em 
experimentos independentes.  
Neste contexto, o IFN α2A foi selecionado para o ensaio de validação. O ensaio de 
validação foi realizado em dois dias alternados, apenas com controles. Neste ensaio foram 
definidos como controle positivo, INF α2A a 50ng/mL e células não infectadas com DMSO 
0,5%, e controle negativo, células infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 0,1 com DMSO 
0,5%. Além disso o INF α2A foi adicionado em dose resposta em todas as placas. Foram 
utilizadas três placas, duas com controles, e curvas de dose resposta, e uma apenas com células 
infectada tratada com DMSO 1%.  E, como padronizado, o ensaio ocorreu em 72 horas até a 
leitura por DAPI. A média do EC50 encontrada foi de 0,54 ng/mL (Figura 11A). O coeficiente 
de variação resultou em valores < 10%, para os controles positivos e negativos, o que representa 
valores baixos de variação dentro do ensaio. A média dos valores do fator Z’ entre as replicatas 
resultou em valores de Z’ de 0,72 ± 0,03, sendo que esses dados confirmam robustez e 
confiabilidade do ensaio de DAPI.   
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4.4 TRIAGEM PRIMÁRIA E CONFIRMAÇÃO DA ATIVIDADE DE 
COMPOSTOS PELO ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR  
Após a validação com metodologia de DAPI, uma biblioteca de 1.280 moléculas 
foi rodada para a realização da triagem primária de compostos contra CHIKV. A biblioteca 
escolhida foi a LOPAC, uma biblioteca comercial, que possui moléculas farmacologicamente 
ativas, constituída por moléculas já aprovadas na clínica médica e com novas moléculas. O 
ensaio foi conduzido em triplicata, e avaliou a atividade anti-CHIKV de compostos na 
concentração única a 10µM. A média dos valores de fator- Z’ obtidos da replicata 1 (R1) foi de 
0,68 ± 0,08, da replicata (R2) foi de 0,65 ± 0,07 e da replicata 3 (R3) foi de 0,77 ± 0,01. Com 
isso, a média de todas as rodadas do valor do fato Z’ foi de 0,70 ± 0,01. As médias do coeficiente 
de variação (CV) entre as replicatas do controle negativo foi de 6,3 ± 1,5 %; e das replicatas do 
controle positivo foi de 7,3 ± 2,0%, ou seja, todos apresentaram CV <10%. A média do EC50 
das três replicatas de IFN -α2A foi de 0,67 ± 0,12 ng/mL, similar aos resultados da validação 
(figura 11A). Para avaliar a correlação entre as replicatas de cada triagem foram realizados o 
teste de coeficiente de correlação de Pearson r (r), no qual demostrou correlação entre as 
rodadas  R1 e R3. Os valores destas rodadas foram r de 0,91 com controles (figura 11B) e r de 
0,62 quando avaliamos os resultados apenas dos compostos.  Já para R1 e R2 o valor de r foi 
de 0,65, e 0,57 sem controles.  Para  R2 e R3 o r foi de 0,57, e sem controles foi obtido r de 
0,45 , estes considerados valores estaticamente baixos de correlação entre as replicatas. Com 






              
Figura 11. Validação do ensaio para CHIKV 181/25 e triagem primária com uma biblioteca comercial. A.  
A validação curva dose resposta INF α2A foi realizada em dias alternados onde foram obtidos valores de EC50 de 
0,54± 0,06nM. O valor de viabilidade celular foi calculado de acordo com valores de viabilidade normalizados 
pelo controle não infectado, plotados através da curva de regressão sigmoidal pelo no software prisma versão 7.0 
graphpad. Pontos pretos representam valores médio de viabilidade do dia 1, e pontos vermelhos representam 
valores médios de viabilidade do dia 2, barras representam desvio padrão de cada ponto.  B. Gráfico representa a 
análise do teste de coeficiente de correlação de Pearson r, onde demostra a correlação dos valores de viabilidade 
normalizados da replicata 1 (R1) na horizontal e replicata 3 (R3) na vertical. O índice  r apresentou valor de 0,91 
C. Distribuição dos resultados da triagem primária R1 e R3, onde cada ponto representa os valores obtidos de 
atividade de cada ponto testado. Os compostos selecionados (destacados na cor cinza escuro) apresentaram ≥ 40% 
de atividade. Gráficos B e C foram plotados através do programa Spotifire versão 7.0. Pontos representam valores 
de viabilidade normalizados, onde pontos cinzas escuro representam os compostos selecionados, pontos cinzas 
claros representam todos os compostos testados da biblioteca, pontos amarelos representam células infectadas 
tratadas com DMSO 1%, pontos azuis representam células infectadas tratadas com o INF α2A, e pontos verdes 
representam células não infectadas.  
 
A seleção dos compostos da triagem primária foi baseada no cut-off de ≥40% de 
viabilidade celular. No total foram selecionados 23 compostos,  através dos resultados de R1 e 
R3, que correspondem a 2% do número total de compostos triados da biblioteca. Entre esses, 
apenas 2 compostos apresentaram atividade ≥40%  nas duas rodadas (Figura 11C). Todos esses 
compostos foram direcionados para o ensaio de confirmação de dose resposta. Contudo,  apenas 
6 desses compostos tiveram sua atividade confirmada. Entre esses compostos estão brequinar 





















apresentaram atividade em alguma das concentração testadas contra CHIKV 181/2. (Figura 12). 
A atividade dos compostos foi apresentada de forma moderada, e nenhum atingiu atividade 
máxima de 100% como o controle IFN α2A. O composto brequinar sódico apresentou atividade 
mais satisfatória, com valores de EC50 de 0,35µM, e atividade máxima de 88,4%(Figura 12). 
Brequinar sódico é conhecido como um inibidor da enzima diidroorotato desidrogenase 
(DHODH) responsável pela biossíntese de novo de pirimidina, e já foi relatada atividade in 
vitro para diversos vírus de RNA, como DENV, ZIKV e Ebola (QING et al., 2010; ADCOCK 
et al., 2017; LUTHRA et al., 2018). Estudos associaram atividade de brequinar sódico in vitro 
contra CHIKV, através do mecanismo de modulação do sistema imune por ativação de 
elementos regulatórios estimulados por interferon (ISRE), porém estudos de caracterização, e 
estudos in vivo ainda não foram realizados para esclarecer a atividade desse composto contra 
CHIKV (LUCAS-HOURANI et al., 2013a).  
Ribaverina, um análogo de nucleosídeo, outro antiviral de amplo espectro, também 
apresentou atividade, com valor de EC50 de 76µM contra CHIKV (Figura 12) (GRACI; 
CAMERON, ; TAKHAMPUNYA et al., 2006; CARRILLO-BUSTAMANTE et al., 2017). 
Ribaverina já foi reportado anteriormente com atividade in vitro para CHIKV, porém com 
valores EC50 de 15,51 µM (ROTHAN et al., 2015). Além desses antivirais, lansoprazol, um 
composto aprovado pelo órgão Food and Drug Administration (FDA), apresentou atividade 
máxima de 68,76% contra CHIKV com valores EC50 de 14 µM (Figura 12). Lansoprazol é um 
inibidor da bomba sódio potássio utilizado no tratamento de refluxo gasoesofágico e úlcera 
peptídica (SPENCER; FAULDS, 1994). Estudos anteriores associaram atividade antiviral de 
lansoprazol contra rinovírus em células epiteliais in vitro, através da redução da expressão de 
receptores de moléculas de adesão (ICAMP) (SASAKI et al., 2005). Além do lansoprazol, 
nesterona, um composto também clinicamente aprovado, apresentou atividade contra CHIKV 
com valores de EC50 de 72µM. Nesterona é uma progestina, forma sintética da progesterona, 
que recentemente foi aprovada para uso em combinação com outros esteroides contraceptivos 
para controle hormonal. Estudos também tem associado essa molécula para terapia em 
patologias neurodegenerativas (TUAZON; SITRUK-WARE; BORLONGAN, 2018). E, por 
fim, os compostos BWB70C e ML277, moléculas recentemente descobertas e pouco descritas, 
apresentaram atividade com EC50 de 29µM e 49µM, respectivamente, contra CHIKV, porém,  
nenhum desses compostos já foram associados como antivirais. BWB70C faz parte de uma 
classe de inibidores da lipoxigenases, enzima associada à biossíntese de leucotrienos, como 
suporte em doenças crônicas e inflamatórias. Já ML277 foi descoberto como potente ativador 
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de canal de potássio KCNQ1 do músculo cardíaco (YU et al., 2010; CZAPSKI; CZUBOWICZ; 
STROSZNAJDER, 2012). 
 
Figura 12. Compostos com atividade anti-CHIKV confirmada pelo estudo dose resposta. Gráfico com valores 
de EC50 de seis compostos que apresentaram atividade no ensaio de dose resposta dentre compostos selecionados 
da biblioteca. Pontos representam a média dos valores de viabilidade e barras representam o desvio-padrão de dois 
experimentos independentes. Barras representam o desvio padrão da média dos valores de viabilidade células 
realizado em duplicata em experimentos independentes.  
Em suma, podemos concluir que foi possível encontrar compostos que protegem 
contra o efeito citopático causado por CHIKV, através do ensaio de viabilidade por DAPI. No 
entanto, algumas particularidades foram observadas através desse ensaio. Na triagem primária 
foi observado que apenas dois compostos apresentaram atividade nas duas rodadas. Os demais 
compostos não confirmaram atividade em diferentes rodadas (Figura 11C) e, dos 23 compostos 
selecionados, apenas 6 confirmaram atividade no estudo dose resposta, e nenhum apresentou 
atividade máxima comparado ao composto referência IFN-α2A (Figura 12).  
A baixa taxa de confirmação dos dados apresentados ocorreu em consequência da 
variação de perda celular causada pela infecção de CHIKV entre diferentes rodadas, o que pode 
estar associado com a sensibilidade da célula hospedeira exposta à infecção, visto que o vírus 
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é adicionado no mesmo momento que os compostos. Todos os modelos de triagem de drogas  
estabelecidos, como para ZIKV, DENV e YFV no nosso grupo foram baseado nesta 
metodologia, por ter a vantagem de possuir menos etapas de execução (CRUZ et al., 2013b; 
PASCOALINO et al., 2016). Porém, como CHIKV causa rápida lise celular, a sensibilidade 
das células tripsinizadas pode estar interferindo na janela de infecção e tratamento. Além disso, 
como o ensaio mede a atividade por um método indireto de viabilidade celular, não da para 
discriminar entre perda celular causada pela infecção e perda celular causada pela toxicidade 
dos compostos. Contudo, ensaios de viabilidade celular  para triagens de moléculas  tem a 
vantagem de serem mais rápidos, porém podem não ser muito precisos, pois existe uma 
limitação para discriminar parâmetros entre citotoxicidade do composto e perda celular 
ocasionado pela vírus (RAMPERSAD, 2012). Um estudo observou a sensibilidade de 
diferentes ensaios de viabilidade celular comumente utilizados para encontrar antivirais. Entre 
esses ensaios tais como resazurina, quantificação de vermelho neutro, Viral ToxGlo, e outros 
ensaios colorimétricos,  concluiu-se que todas as técnicas demonstraram valores distintos de 
quantificação entre células infectas e não infectadas quando comparados com método de 
contagem visual, destacando-se a importância da utilização de mais de uma metodologia de 
suporte para confirmação dos resultados obtidos por esses ensaios (SMEE et al., 2017). 
Contudo, visto que os resultados obtidos com ensaio de viabilidade por DAPI não foram 
satisfatórios, por apresentaram baixa correlação e índice de confirmação,  como alternativa foi 
proposto desenvolver um segundo ensaio para CHIKV, através do sistema de alto conteúdo 
(HCS) e para comparar os resultados obtidos por essa metodologia. Portanto, o ensaio na 
configuração de viabilidade celular por marcação nuclear de DAPI, com células infectadas por 
CHIKV 181/25  no MOI de 0,1 e tratadas por 72 horas, não foi considerado validado.  
4.5 PADRONIZAÇÃO DE UM ENSAIO DE ALTO CONTEÚDO PARA 
CHIIKV 181/25 
Ensaios de triagens de alto conteúdo, ou ensaios HCS, como descrito anteriormente, 
são ensaios realizados através de um sistema de imagem para avaliar diferentes parâmetros 
fenotípicos, como taxa de infecção e toxicidade através de marcadores celulares (SMITH; 
HORVATH, 2014). Esses ensaios já foram desenvolvidos anteriormente com sucesso dentro 
do grupo, nos quais foi possível identificar compostos ativos contra DENV e ZIKV (CRUZ et 
al., 2013b; PASCOALINO et al., 2016). Com isso, foi proposto desenvolver um ensaio de 
imagem para CHIKV baseado na técnica de imunofluorescência (IFA) através de um anticorpo 
policlonal. 
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A primeira etapa de padronização do ensaio foi verificar a especificidade do 
anticorpo FAI  anti-CHIKV para marcação da infecção por CHIKV 181/25 em células Huh 7. 
Para isso, foram testadas diferentes diluições do anticorpo em: 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000. 
Todas essas diluições foram adicionadas em células não infectadas, células infectas e células 
infectadas tratadas com composto IFN α2A em dose resposta. As imagens foram adquiridas 
pelo sistema de HCS, através de um microscópio de fluorescência automatizado, e foram 
analisadas por um software que diferenciava células infectadas e não infectadas. Inicialmente 
o software detectava o núcleo, e a partir do núcleo detectava o citoplasma. A intensidade de 
fluorescência do citoplasma discriminava entre células infectadas e não infectadas. Com isso, 
foi possível gerar valores de taxa de infecção. Os resultados de taxa de infecção demostraram 
que, em células não infectadas, mesmo na menor diluição do anticorpo (1:500) não foi 
apresentado efeito de fundo, visto que não foi detectado sinal fluorescência em células não 
infectadas (Figura 13A). Até a diluição 1:2000 o software reconheceu as células marcadas como 
infectadas. Contudo, a partir da diluição 1:4000 do anticorpo, algumas células infectadas não 
foram reconhecidas, em consequência da baixa intensidade de fluorescência detectada e, com 
isso, o número de taxa e infecção foi menor do que comparado às outras diluições (Figura 13A 
e B).  
 
     A.                                                                 B.  
 
 
Figura 13. Detecção do anticorpo policlonal FAI anti-CHIKV em células Huh 7 infectadas com CHIKV 
181/25. Resultado da marcação do soro FAI anti-CHIKV em células infectadas com CHIKV 181/25 MOI 0.1 e 
tratadas com INF- α2A em dose resposta, no qual células não infectadas e tratadas com DMSO 1% foram utilizadas 
como controle. A. Valores de taxa de infecção adquiridos através da marcação de diferentes diluições do soro FAI 
anti-CHIKV.  B. Imagem demonstra máscara de detecção pelo sistema de HCS com a diluição de 1:2000 na 
esquerda e 1:4000 na direta. Máscara verde representa as células que são reconhecidas como infectadas. Máscara 
vermelha representa as células reconhecidas como não infectadas. Círculos brancos estão indicando células 
infectadas que não foram detectadas pela máscara na diluição do soro FAI anti-CHIKV em 1:4000. Análise 
estatística foi realizada para observar valores significantes (p>0,05 *), pelo teste Two-away ANOVA, seguido pelo 
teste de Dunnett. Foi avaliado a diferença de taxa de infecção entre as diferentes diluições do soro FAI anti-CHIKV 
para cada ponto de concentração de IFN- α2A.  
 57 
 
Portanto, foi possível concluir que o anticorpo policlonal FAI anti-CHIKV 
reconheceu a infecção de CHIKV 181/25 em células Huh 7, e o software de análise detectou 
esta marcação até a diluição 1:2000 através do sinal de fluorescência. Esta padronização foi 
baseada por protocolos anteriormente reportados de IFA para outros vírus desenvolvidas pelo 
nosso grupo (CRUZ et al., 2013b; PASCOALINO et al., 2016), no entanto, para CHIKV ainda 
não havia sido implementado esse sistema. Atualmente existem poucos trabalhos que exploram 
a ferramenta de HCS pela técnica de IFA para triagem de drogas contra CHIKV (KAUR et al., 
2013; MUDHASANI et al., 2015).  
A segunda etapa do processo de padronização consistiu em definir o MOI para o 
ensaio de HCS. Diferentemente do ensaio anterior, onde se esperava obter lise celular para 
quantificar a infecção viral, foi decidido implementar uma condição na qual as células 
estivessem infectadas, porém com uma menor perda celular. Desta maneira, foi determinado 
novamente realizar o ensaio de infecção para testar diferentes MOIs em diferentes tempos de 
incubação, e analisar de acordo com técnica de HCS. Para este ensaio, células e vírus foram 
adicionados simultaneamente, e para cada tempo de incubação foram quantificados o número 
de células total do infectado, número de células total do controle não infectado e a taxa de 
infecção. Nos maiores MOIs  (1 e 0.5)  a infecção atingiu 50% a partir de 36 horas, atingindo 
o máximo da taxa de infecção apenas em 48 horas (Figura 14). Porém, para esse MOIs houve 
perda celular significativa comparando-se ao controle não infectado, com valores totais de 
1551± 82 para o não infectado e 492±278 e 826±307 para MOI de 1 e 0,5 respectivamente 
(Figura 14). Para o MOI de 0,05 e 0,01 a infecção atingiu a 100% em 54 horas e 60 horas, 
respectivamente, porém ambos MOIs apresentaram variação nos valores de taxa de infecção 
acompanhados de perda significativa do número de células comparado ao controle. Concluiu-
se que a célula hospedeira Huh 7 foi sensível com infecção de CHIKV 181/25 em todos MOIs, 
tendo apresentado alta variação de taxa de infecção e perda celular dentro dessas condições 
propostas (Figura 14). Como descrito anteriormente, podemos sugerir que a célula recém 
tripsinizadas e infectada é mais sensível com a infecção e adição de tratamento, visto que a 
tripsinização celular pode alterar a conformação e composição de proteínas de superfície 
celular, com isso o vírus pode estar mais suscetível a infecção e causar maior efeito citopático.  
Já foram relatados trabalhos anteriores no qual a tripsinização celular modula a infecção viral, 
como para coronavírus e para vírus da Influeza (PARK; CRUZ; SHIN, 2011; ZUHAIRI; 
MAHARANI; TAN, 2012). 
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Com isso, foi proposto testar essa segunda abordagem, onde células foram 
adicionadas 24 horas antes de serem infectadas. Além disso, foi ajustada a concentração de 
DMSO para 0,5% em células infectadas e não infectadas, visto que o DMSO pode influenciar 
na viabilidade celular (BRAYTON, 1986). Nessas condições, foi observado que, após 48 horas 
de infecção com MOI de 0,05, todas as células foram infectadas, apresentando taxa de infecção 
de 100%, e com 40% de redução do número total de células comparado ao controle. Apesar de 
40% de perda celular ser significativa, com o número de células restante, foi visto que é possível 
realizar uma análise robusta.  Contudo, essa perda foi menor do que a alcançada com as 
condições propostas anteriormente, onde, no MOI de 0,5, houve maior taxa de infecção, porém 
com perda celular > 50% do número total de células (Figura 14).  
Os resultados obtidos desta padronização foram submetidos para publicação em 
Bonotto et al, 2018  (Anexo). Em todas as condições, o tempo de 72 horas de infecção 
apresentou redução de < 70% do número de células. Visto isso, se optou em utilizar 48 horas 
de ensaio. Com isso, todos os resultados ajudaram a estabelecer condições para ensaio fenótipo 
de HCS para CHIKV. 
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Figura 14. Ensaio de multiplicidade de infecção de CHIKV 181/25 em células Huh 7 através da técnica de 
HCS. Células Huh 7 e CHIKV 181/25 foram adicionadas simultaneamente em placas de 384 poços em diferentes 
tempos de infecção. Foram observados valores de taxa de infecção e número de células nos MOIs de 1; 0,5; 0,1, 
0,05, e número de células do controle não infectado. O número de células do infectado nos diferentes MOIs foi 
comparado com o controle não infectado. Gráficos foram plotados e adquiridos através do Programa Prism 
Graphpad Versão 7.0 Análise estatística foi realizada para comparar diferença de valores significativos (p>0,05 *) 
entre o número de células total do infectado como número de células do controle não infectado. 
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4.6 VALIDAÇÃO DO ENSAIO FENÓTIPICO DE HCS PARA CHIKV 
 Para confirmar robustez e confidencialidade do ensaio proposto foi conduzida uma 
pequena validação, como realizado anteriormente para DAPI (Figura 11A), para avaliar 
parâmetros de atividade dos compostos referência, variabilidade entre os controles e avaliação 
do fator Z’. Todos esses critérios foram avaliados em placas contendo apenas células infectadas 
com DMSO 0,5 % e placas contendo células infectadas com tratamento em dose resposta dos 
compostos 6-azauridina e IFN-α2A. No total foram utilizadas três placas, duas com todos os 
controles e curva dose resposta de cada composto, e uma placa só com células infectadas 
tratadas DMSO 0,5% . Esta placa foi utilizada para verificar a distribuição e variação da 
infecção em toda placa.  A validação ocorreu em dias alternados. Inicialmente foi observada a 
curva de atividade dos compostos testados, onde foi apresentado, IFN- α2A, valores de EC50 
de 14 ± 0,2ng/mL e 17 ±0,1ng/mL e, para 6-azauridina, apresentou valores de EC50 de 2,5 ±0,07 
µM e 3,45 ±0,07 µM (Figura 15, Tabela 1). Ambos os compostos apresentaram valores 
similares em dias alternados. Os valores obtidos de EC50 anteriormente pelo ensaio de DAPI, 
apresentaram valores de concentração 28x menores para IFN- α2A (EC50 de 0,0005 µg/mL), 
comparando-se ao que foi encontrado pelo ensaio de HCS (Figura 15). Já 6-azauridina 
apresentou valores de EC50 similares ao ensaio anterior de viabilidade por DAPI (EC50 de 4,7 
µM), porém, desta vez, foi observada a atividade efetiva máxima de 100% (Figura 15, Tabela 
1) diferentemente do ensaio anterior, onde a atividade máxima chegou a apenas em 56% (Figura 
12). Contudo, estudos anteriores com 6-azauridina reportaram valores de EC50 que variam de 
0,8 a 6 µM, similares aos observados na presente validação. Desta forma se optou em utilizar 
6-azauridina como composto de referência para CHIKV (BRIOLANT et al., 2004).   
Além da atividade dos compostos referências, foi observada a variação da taxa de 
infecção na placa controle de células Huh 7 infectadas com CHIKV 181/25 tratadas com DMSO 
0,5%, tendo sido constatada a média de 99% de infecção máxima com CV de < 1 em ambas as 
replicatas e dias alternados.  As médias de todas as placas dos valores de fator Z’ foram >0,9 
(Tabela 1). Os parâmetros de CV e fator Z’ confirmaram reprodutibilidade e robustez do ensaio 
de HCS para CHIKV.  Portanto, esta validação demostra que os resultados obtidos pelo ensaio 






Tabela 1.  Resultados de atividade  dos compostos referência e taxa de infecção do controle negativo com 
DMSO 0,5% através do ensaio de HCS de validação 
Dia IFN- α2A  6-Azauridina               Taxa de infecção % Fator Z’ 
 EC50 µg/mL               EC50 µM   
1 0,014 ±0,002 2,5 ±0,07 0,99 ±0,022 0,96±0,001 
2 0,017 ±0,001 3,45 ±0,07 0,99±0,028 0,94±0,003 
Valores da tabela representa a média e desvio padrão dos valores de EC50, taxa de infecção e fator Z’ do total de  placas  de 
cada dia.  
 
 
Figura 15.  Curvas dose resposta de atividade contra CHIKV dos compostos referência no ensaio HCS. O 
ensaio de dose resposta foi testado na concentração inicial da curva em 100ng/mL para IFN- α2A e 50µM para 6-
azauridina.  Foram observados valores de atividade normalizada máxima e valores de EC50, em diferentes placas 
e em dias alterados.  
4.7 TRIAGENS PRIMÁRIAS DE BIBLITECAS DE COMPOSTOS 
CONTRA CHIKV 181/25 ATRAVÉS DA ABORDAGEM DE HCS. 
Como previamente citado, o modelo de HCS foi estabelecido robusto e reprodutivo. 
Desta forma, procurou-se realizar triagens primárias com bibliotecas de compostos disponíveis 
para testar atividade anti-CHIKV. Novamente, foi conduzida a triagem primária com a 
biblioteca comercial LOPAC, e foi utilizada a biblioteca Pathogen Box (PBox), uma biblioteca 
que contém 400 moléculas de compostos com atividade confirmada contra diversos modelos 
de patógenos (www.pathogenbox.org). Ambas bibliotecas foram testadas em dose única na 
concentração final de 10µM em DMSO 0,5%. Foram avaliados valores de atividade 
normalizada dos compostos testados tais como curva dose resposta do controle 6-azauridina, 
valores de fator Z’, o número de hits, a taxa de hits, e o CV.   
A média dos valores de EC50 do controle 6-azauridina foi de 0,65µM obtidos 
através das rodadas da LOPAC e valores de EC50 de 0,56µM obtidos pela triagem com PBox. 
Na mesma condição, foi observada a taxa de sobrevivência celular no ensaio dose resposta, 
onde não apresentou valores de citotoxicidade ou CC50 (concentração na qual o composto chega 
a 50% de citotoxicidade) para 6-azauridina. Desta forma, conclui-se que a curva dose resposta 
da atividade de 6-azauridina foi similar em todas as rodadas de triagens nas diferentes 
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bibliotecas. Em seguida, foram observados valores de coeficiente de variação entre os controles, 
onde a média da taxa de infecção do controle infectado com DMSO 0,5% foi de 0,97 ± 0,01 e 
0,98 ± 0,07 para biblioteca LOPAC e para PBox, respectivamente. Em ambas as bibliotecas os 
valores de CV entre os controles foram <0,01. Os valores médios de fator Z’ foram > 0,8, 
indicando que a triagem primária foi aprovada em todas as rodadas (Tabela 2).  Para LOPAC,  
a biblioteca foi triada em dias alternados. Desta forma, foram analisados os valores de 
correlação de Pearson r entre as duas triagens. Os valores de correlação comparando a atividade 
dos controles e compostos foi de r 0,92,  já  a correlação apenas comparado a atividade dos 
compostos foi de r  0,74. Esses valores expressam reprodutibilidade e confiança dos resultados 
obtidos de cada rodada.  
A escolha do critério de seleção de compostos foi baseada nos valores máximos de 
atividade e de sobrevivência celular obtidos de cada rodada. Para triagens primárias, o critério 
de seleção pode variar, dependendo da biblioteca a ser triada, devendo-se observar a 
distribuição dos valores de atividade obtidos e definir um cut-off com base na média desses 
valores. Valores acima do cut-off de seleção são considerados hits (WALTERS; NAMCHUK, 
2003).  Para a biblioteca LOPAC, foram selecionados compostos que apresentaram atividade 
normalizada ≥ 50% e valores de sobrevivência celular ≥ 40%, visto que, para LOPAC, muitos 
dos compostos foram parcialmente citotóxicos dentro do nosso modelo (Figura 16A). Já para 
PBox, os  critério de seleção foram ≥ 60% tanto para a atividade normalizada, quanto para a 
taxa de sobrevivência celular, em consequência do fato de a maioria dos compostos 
apresentarem atividade normalizada próximo a 90%, sem apresentar sobrevivência celular < 
50% (Figura 16B).  A taxa de hits de cada biblioteca foi 0,8% e 3,2% para a biblioteca LOPAC 
e PBox, respectivamente (Tabela 2). Normalmente, espera-se encontrar uma taxa de hits 
próxima a 1% do total da biblioteca em triagens primárias, pois seleções com um grande 
número de hits ou com alta taxa de hits, pode elevar o custo em etapas seguintes, aumentando 
as chances de grande parte dos hits apresentaram atividade falso positiva (POSNER; XI; 
MILLS, 2009). Contudo, com a triagem primária da LOPAC foi possível encontrar 11 hits . 
Esses hits apresentaram valores de cut-off desejáveis de atividade e sobrevivência celular nas 
duas rodadas. Com PBox foram encontrados 14 hits com  valores de atividade e sobrevivência 
celular desejáveis contra CHIKV (Tabela 2). 
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   Taxa de 
infecção 
CV Taxa de 
infecção 
CV   
LOPAC 1280 0,87±0,09 0,01±0,01 1±1 0,97±0,01 2 ±1 11 (≥ 50 % 





PBox 400 0,9±0,02 0,0±0,01 0,0±0,00 0,98±0,07 1 
±0,7 





*O número de hits foi baseado em cut-off de seleção, onde, para biblioteca LOPAC, foram selecionados compostos 
que apresentaram atividade normalizada ≥ 50 % atividade e ≥ 40% sobrevivência celular. Para PBox o cut-off de 
seleção foi ≥ 60 % atividade e sobrevivência celular. N: Número total de compostos testados de cada biblioteca 
Z´: Valores médios obtidos através dos Valores do fator Z’ de cada placa. Taxa de infecção: Valores médios e 
desvio padrão da taxa de infecção de todas as rodadas dos controles infectado tratado com 50µM de 6-Azauridina 
e infectado com 0,5% DMSO. CV:  Valores médios e desvio-padrão de coeficiente de variação de todas as rodadas 
dos controles infectado tratado com 50µM de 6-Azauridina e infectado com 0,5% DMSO. Taxa de hits: % dos 
compostos selecionados em relação ao número total de compostos testados de cada coleção pela triagem primária. 
                   
Figura 16. Resultado das triagens primárias contra CHIKV 181/25 através do ensaio de HCS. A e B 
representam o gráfico de distribuição dos valores de atividade normalizada e taxa de sobrevivência celular obtidos 
pela triagem de duas coleções de compostos A. Resultados obtidos através da biblioteca LOPAC, triagem realizada 
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em replicata, onde cada ponto representa o valor de atividade e sobrevivência celular referente de cada composto 
testado. B. Resultados obtidos através da biblioteca Pathogen Box, que foi realizada em uma única rodada.  Valores 
foram plotados no software spotfire  versão 7.0 para obtenção do gráfico de distribuição. Pontos cinzas escuro 
representam os compostos selecionados, pontos cinzas claros representam os demais compostos testados, pontos 
amarelos representa controle negativo (células infectadas e tratadas com DMSO 0,5 %), pontos azuis representam 
controle positivo (células tratadas com 6-azauridina a 50µM), e pontos verdes representam valores de células não 
infectadas e tratadas com DMSO 0,5%.  
4.8 ANÁLISE DOS COMPOSTOS SELECIONADOS DA COLEÇÃO 
PATHOGEN BOX. 
A Pathogen Box (PBox) é uma coleção de compostos de fonte aberta que são 
classificados com atividade biológica contra diversos patógenos como malária, 
cinetoplastídeos, micobactéria da tuberculose , dengue e chikungunya (www.pathogenbox.org).  
Todos os compostos relatados para esses patógenos possuem atividade biológica no mínimo 5 
vezes maior do que sua citotoxicidade celular reportada. Informações sobre atividade biológica 
e sua classificação estão disponíveis em uma plataforma onde é possível consultar e comparar 
valores obtidos das atividades de cada composto triado. Além disso, ficam dispostos dados de 
citotoxicidade celular, detalhes das propriedades químicas dos compostos, tais como 
nomenclatura IUPAC, peso molecular (MM), estrutura e LogP (www.pathogenbox.org/about-
pathogen-box/supporting-information).  
A partir dos dados disponíveis da PBox foi realizada uma pequena avaliação dos 
hits que foram obtidos dentro da triagem primária (Tabela 3). Dentre os compostos que 
apresentaram atividade anti-CHIKV, 26% (N: 4) são compostos classificados contra malária, e  
cinetoplastídeos, 14% (N:2) são compostos com atividade contra tuberculose, e 7% (N:1) 
classificados com atividade contra toxoplasmose, oncocercose, criptosporidiose  e de 
referência. Composto de referência indica que já é caracterizado para uso em outros 
microrganismos. Entretanto nenhum composto antiviral, com atividade anteriormente reportada 
pela PBox, apresentou atividade contra CHIKV na triagem realizada neste trabalho. Neste caso, 
deve-se considerar o fato de que, ensaios com diferentes abordagens, podem gerar resultados 
distintos. Essas diferenças podem estar ligadas com o tempo de ensaio, tempo de exposição da 
molécula, célula hospedeira utilizada, concentração do composto testado, concentração do 
DMSO, entre outros fatores (DUFFY et al., 2017).  
Contudo, o composto referência encontrado com atividade foi o nitazoxanida, que 
é originalmente licenciado para o tratamento de helmínticos e protozoários, e já foi reportado 
anteriormente para CHIKV apresentando EC50 de 2,96 µM (WANG et al., 2016). Nessa 
triagem, este composto apresentou atividade satisfatória com 98% de atividade normalizada a 
10µM, no qual confirma nossos resultados.  
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Os hits foram também classificados de acordo com dados de farmacocinética e 
valores de citotoxicidade disponíveis. Foi observado que todos os compostos selecionados 
possuem peso molecular (PM) < 500 e < 4.0 logP (Tabela 3). De acordo com essa classificação, 
esses resultados predizem correlação positiva de permeabilidade e a absortividade (LIPINSKI 
et al., 2001; CHUNG; TERRY; SMITH, 2004). Dados de citotoxicidade foram avaliados de 
acordo com parâmetro de CC20 (Concentração do composto que causa 20% de citotoxicidade 
celular) descritos para células de linhagem HepG2 (Tabela 3). Dentre a seleção, o composto 
MMV00159, apresentou menos citotoxicidade , com dados de CC20 > 80 µM, porém é um 
composto pouco descrito, sendo previamente caracterizado com atividade contra Plasmodium 
falciparum dentro da PBox. Os demais compostos foram classificados com valores de CC20 < 
1 µM, ou seja apresentam um perfil com maior citotoxicidade. Porém, entre esses compostos, 
o MMV688372 e MMV688934 já foram descritos apresentando alta seletividade para 
cinetoplastídeos em células HEK293 (DUFFY et al., 2017). Além disso, o composto 
MMV688934 também já foi descrito com atividade promissora anti-helmíntica sem causar 
citotoxicidade (PRESTON et al., 2016). 
Por fim, a maior parte dos compostos dentro da PBox apresentaram atividade 
promissora > 60% (Tabela 2 e 3), sendo a maioria deles classificados previamente com 
atividade contra malária e cinetoplastídeos (Tabela 3) Estudos de dose resposta devem ser 
conduzidos a fim de confirmar a atividade inibitória, tal como perfil de citotoxicidade desses 












Tabela 3. Propriedades químicas, citotoxicidade, classificação e resultados dos compostos 
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Dados das propriedades químicas (LogP, MM), critérios de citotoxicidade (CC20), e classificação da atividade 
foram obtidos através da plataforma de dados disponível em www.pathogenbox.org/about-pathogen-
box/supportinginformation.  A). CC20 (20% da concentração citotóxica): Concentração máxima que não 
apresenta citotoxicidade. B) MM: massa molecular g/mol. * Representa dados adquiridos através da triagem 
primária HCS na dose única de 10µM. 
4.9 ESTUDO CONFIRMATÓRIO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS 
DA LOPAC. 
A nova triagem primária com a biblioteca LOPAC selecionou 11 compostos com 
atividade anti-CHIKV na concentração de 10µM (Figura 16A). Entre os compostos 
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selecionados com método de HCS, apenas brequinar sódico havia apresentado atividade com 
ensaio de viabilidade com DAPI, porém com apenas 60% de atividade a 10µM, com o ensaio 
de HCS a média das atividade foi de 100% com sobrevivência celular de 80%. Os demais 
compostos no ensaio de DAPI apresentaram valores  < 30% de atividade normalizada (Dados 
não apresentados). Como discutido previamente, o ensaio de DAPI não mostrou ser muito 
robusto, e os diferentes resultados são em consequência das diferenças metodológicas, tempo 
de ensaio, e condições celulares para infecção.  
Para confirmar os resultados obtidos pela triagem de HCS, todos esses compostos foram 
conduzidos para o ensaio de dose resposta, e foram testados na concentração inicial de 50 µM, 
exceto brequinar sódico, que foi testado com concentração inicial de 25 µM. Os resultados 
demonstraram que todos os compostos apresentaram atividade em mais de uma concentração 
testada, o que confirma o resultado obtido pela triagem primária (Figura 17). 
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Figura 17. Curva dose resposta dos compostos selecionados da LOPAC com metodologia de HCS. 
Compostos selecionados foram submetidos em diluição seriada para observar atividade em dose resposta contra 
CHIKV. Atividade normalizada e sobrevivência celular foram analisadas na mesma condição, onde células Huh-
7 foram infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 0.05, e tratadas com cada composto indicado. Valores de 
atividade normalizada e sobrevivência celular foram plotados no programa GraphPad Prisma 7.0 para obtenção da 
curva de regressão sigmoidal. Cada ponto representa a média e desvio-padrão de dois experimentos independentes.  
 
Valores de EC50 e CC50 de cada composto foram avaliados para obtenção do índice 
se seletividade (SI).  Dentre os compostos, três apresentaram valores promissores de SI, 
brequinar sódico, PAC-1 e dicloridrato de emetina, que apresentaram valores de SI > 100, 
confirmando atividade promissora (Figura 17, tabela 4). Brequinar sódico demostrou SI > 131, 
com EC50 0,19µM (Figura 17, tabela 4). Curiosamente brequinar sódico foi o único composto 
a apresentar atividade nos dois ensaios estabelecidos neste trabalho, no qual, com ensaio de 
DAPI, obteve EC50 de 0,35 µM (Figura 12).  Como discutido, brequinar sódico é um composto 
não citotóxico associado com atividade imunomoduladora para CHIKV. Contudo, até o 
momento não há estudos demostrando valores de doses efetivas de inibição contra CHIKV. Em 
contrapartida, já foi reportado para outros vírus de RNA, como ZIKV, que apresentou de EC50 
de 1 µM em estudos in vitro com células Vero, e para DENV, que obteve valores mais efetivos, 
com EC50 de 0,078 µM em células humanas A549 (QING et al., 2010; ADCOCK et al., 2017).  
Dentre os outros compostos, dicloridrato de emetina, um composto alcaloide de 
origem natural aprovado para o tratamento de amebíase intestinal, apresentou valores 
promissores de atividade em dose dependente contra CHIKV com SI de 138 (Tabela 4). 
Diversos estudos têm associado atividade antiviral de dicloridrato de emetina para vírus de 
DNA, como citomegalovírus, e de RNA com atividade contra DENV, ZIKV e Ebola (SU YIN 
LOW et al., 2009; AKINBOYE; BAKARE, 2011; MUKHOPADHYAY et al., 2016; 
KHANDELWAL et al., 2017; YANG et al., 2018). O mecanismo de ação clássico conhecido 
do dicloridrato de emetina é interferir diretamente na síntese de proteínas através da inibição 
da atividade enzimática da amoniacyl-sRNA na unidade 40S ribossomal, que também foi 
associada com a inibição da síntese de DNA em células de mamífero (JIMÉNEZ; CARRASCO; 
VÁZQUEZ, 1977; MEIJERMAN et al., 1999). A ação de dicloridrato de emetina para DENV 
foi reportada em interferir na síntese de RNA. Em ZIKV este composto foi associado em inibir 
a proteína de RNA polimerase-RNA dependente (RpRd) e causar alterações no lisossomo. 
Além disso, foi associada uma inibição do vírus Ebola interferindo em etapas da entrada do 
vírus na sua célula hospedeira (SU YIN LOW et al., 2009; YANG et al., 2018). Contudo, 
emetina tem demostrado ser um potencial antiviral, visto atuar em sinergismo com diversas 
proteínas e vias metabólicas celulares. Já PAC-1 (Composto 1 ativador da procaspase) não foi 
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associado anteriormente com nenhuma atividade antiviral, entretanto apresentou valores 
efetivos contra infecção por CHIKV em dose dependente com valores de EC50 de 0,14µM e SI 
de 142 (Tabela 4).  PAC-1 foi descoberto, em 2006, como inibidor seletivo de células tumorais, 
induzindo a apoptose, e já foi associado como inibidor de tripanossomatídeos pelo mecanismo 
de apoptose. Atualmente está em investigação em estudos clínicos em pacientes com neoplasias 
de fase avançada (PUTT et al., 2006; ROTHAN et al., 2015; CHEN et al., 2016; DE CASTRO 
et al., 2017) .  
Além dos compostos mencionados, isetionato de pentamidina e cloreto de 
dequalínio demostraram SI > 20 contra a infecção por CHIKV. Isetionato de pentamidina 
apresentou valores de EC50 de 1,1µM com CC50 de 32µM, enquanto cloreto de dequalinio 
apresentou valores de EC50 < 1 µM, com SI de 50 (Figura 17, tabela 4). Além disso, ambos são 
compostos clinicamente aprovados como antimicrobianos de amplo espectro (APTED, 1980; 
BRYCESON et al., 1985; GOA; CAMPOLI-RICHARDS, 1987; MENDLING et al., 2016). 
Isetionato de pentamidina tem sido descrito com diversos mecanismos de ação, porém o alvo 
especifico e a forma de atuar em cada microrganismo ainda não está claramente elucidado.  
Estudos relacionam o mecanismo de ação de isetionato de pentamidina ligado à interação com 
fitas de DNA, RNA, à interação com proteínas topoisomerases, e foi recentemente descrito em 
interferir com RNA transportador (RNAt) em estudos com transcrição in vitro. Atualmente é 
utilizado como opção terapêutica para tripanossomíases, leishmaniose e pacientes 
imunossupressos para o tratamento de  Pneumocystis carinii (DYKSTRA; TIDWELL, ; 
MAKULU; WAALKES, 1975; GOA; CAMPOLI-RICHARDS, 1987; SHAPIRO, 1993; SUN; 
ZHANG, 2008). Já o composto cloreto de dequalinio é um antimicrobiano e antifúngico 
utilizado no tratamento de infecções do trato vaginal. Atua como bactericida e fungicida 
interrompendo a permeabilidade e alterando a osmolaridade da parede celular, provoca 
alterações enzimáticas e precipitação de ácidos nucleicos desses microrganismos (DELLA 
CASA et al., 2002; MENDLING et al., 2016). Tanto cloreto de dequalinio quanto isetionato de 
pentamidina não possuem atividade antiviral relatada. Contudo mostraram ser efetivos para 
CHIKV em baixas concentrações no tratamento in vitro (EC50 ≤ 1 µM), (Tabela 4), com a 
vantagem de serem potenciais para uso como droga de reposição, visto que já são clinicamente 
aprovados para outras indicações.  
Os compostos cloridrato de gencitabina, iodeto de AC-93253, gossipol, rotlerin, 
espiperona e thapsigargina confirmaram atividade, porém com menor seletividade (Tabela 4). 
Contudo, rotlerin, que apresentou EC50 de 2,98 µM nesse estudo, já foi identificado com 
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atividade anti-CHIKV em um estudo anterior, no qual confirma a consistência dos dados que 
obtivemos (Figura 17)  (KAUR et al., 2013) 
















a EC50: concentração efetiva que o composto apresenta 50% de atividade normalizada contra infecção. 
b CC50: Concentração no qual diminui 50% da sobrevivência celular, valores de CC50 foram  obtidos em células 
Huh 7 infectadas CHIKV 181/25 e tratadas com cada composto indicado. 
c SI: valores de índice de seletividade baseado na razão entre valores de CC50  e valores de EC50 
d Brequinar sódico testado na concentração inicial de 25µM 
ND : Valores não-determinados. 
 
O estudo confirmatório dos hits da LOPAC identificou potenciais compostos com 
atividade e seletividade promissora contra CHIKV 181/25. Além disso, compostos antivirais já 
reportados para CHIKV foram confirmados nesse estudo, como brequinar sódico e rotlerin. Já 
outros apareceram com atividade exclusiva, e não possuem atividade relatada anteriormente 
contra CHIKV. No entanto, foram escolhidos a partir dos resultados obtidos, os compostos 
brequinar sódico, cloreto de dequalinio, isetionato de pentamidina e PAC-1 para realizar uma 
caracterização mais detalhada da atividade antiviral identificada contra CHIKV. Tais 
compostos foram priorizados, em função da inviabilidade da aquisição, a tempo hábil, dos 
demais compostos para realização deste projeto.  
4.10 ATIVIDADE ANTIVIRAL DEPENDENTE DO TIPO CELULAR  
Compostos antivirais podem apresentar diferentes respostas de atividade de acordo 
com a célula hospedeira, partindo do pressuposto que alguns compostos são pró-droga, e 
precisam de ser metabolizados por determinadas vias, ou, ainda, atuam em enzimas especificas 
da células hospedeira para que sua atividade ocorra. (TALARICO et al., 2005; MUMTAZ et 
al., 2017; FRANCO et al., 2018).  
Com isso, para caracterizar a atividade de ação os compostos identificados da 
LOPAC, foi proposto verificar atividade antiviral dos compostos PAC-1, isetionato de 
Composto ID LOPAC aEC50 (µM) bCC50  (µM) cSI 
dBrequinar sódico  0,19 ND* ≥ 131 
Cloridrato de gencitabina 0,37 0,57 1,54 
Cloreto de dequalinio 0,68 34 50 
Iodeto de AC-93252 0,84 8,56 10,19 
Dicloridrato de emetina 0,06 8,30 138 
Gossipol 5,8 13 0.4 
Isetionato de pentamidina  1,1 32 29 
Rottlerin  2,98 11 3,69 
Espiperona 23 ND ≥ 2,2 
Thapsigargina 6,40 ND ≥ 7,8 
PAC-1 0,14 20 142 
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pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio em diferentes modelos celulares. Para 
isso, foram utilizadas células de linhagem epiteliais de osteosarcoma humano (U2-OS), células 
de linhagens Vero e células de Ae. .albopictus C6/36 para comparar a resposta antiviral celular, 
já que são células bem estabelecidas para infecção de CHIKV e são originadas de tecidos e 
hospedeiros diferentes (SOURISSEAU et al., 2007; WIKAN et al., 2012; ASHBROOK et al., 
2016; ROBERTS et al., 2017). 
Inicialmente foram padronizadas condições de infecção para cada linhagem celular, 
onde foram testados diferentes MOIs e densidades celulares em 48 horas de infecção pelo 
ensaio de HCS, como previamente estabelecido em células Huh 7. Foram determinados MOIs 
que apresentaram taxa média de infecção ³ 0,9 e média de sobrevivência celular ³ 50%. Com 
isso foram determinados MOIs de 0,001, 0,005 e 0,01 para as células U2-OS, Vero e C6/36, 
respectivamente. Os diferentes MOIs estabelecidos para cada linhagem refletem as diferenças 
na cinética e suscetibilidade de infecção de CHIKV(ROBERTS et al., 2017). Imagens 
representativas de cada linhagem celular infectadas por CHIKV 181/25 com MOIs 
selecionados estão dispostos na figura 18.  
Figura 18. Painel com diferentes linhagens celulares infectadas com CHIKV 181/25. Imagens representativas 
com infecção de CHIKV com MOIs e densidade celulares estabelecido para cada linhagem. Figuras indicam a 
infecção em células Huh 7 ( MOI 0.05),  U2OS (MOI  0.001) Vero (MOI 0.05) e C6/36 (MOI 0.01). Abaixo são 
apresentadas imagens de células não infectadas das respectivas linhagens celulares. Núcleos das células estão 
indicado em vermelho pela marcação de DAPI, e células infectadas com CHIKV estão indicados em verde pela 
marcação do anticorpo FAI anti-CHIKV.  Imagens representam um campo de um poço da placa de 384-poços de 
ensaio, adquiridas no INcell analyzer 2200 no aumento de 20x. Barras representam tamanho de 90µm em cada 
imagem.  
 
Após estabelecer os MOIs de CHIKV 181/25 para cada linhagem, as células foram 
tratadas com os compostos selecionados em dose resposta. Os valores de atividade normalizada 
de cada linhagem celular foram comparados com os resultados de atividade obtidos em Huh 7 
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(Tabela 5). Além dos compostos selecionados da LOPAC, o composto 6-azauridina foi 
utilizado como controle referência em todas células, visto que possui atividade anti-CHIKV em 
Huh 7, e já apresentou atividade em Vero em outros trabalhos (BRIOLANT et al., 2004). 
Contudo, 6-azauridina apresentou valores similares de atividade em todas as células de 
mamífero, apresentado valores  EC50 de 0,45 µM, 0,78µM e 0,38µM em células Huh 7, U2-OS 
e Vero, respectivamente (Tabela 5). Em contraste, 6-azauridina não apresentou atividade 
antiviral eficiente em C6/36, tendo apresentado no máximo 40% de atividade máxima (Dados 
não apresetados) com citotoxicidade aparente (Tabela 5). O mecanismo descrito de 6-
azauridina é através da conversão da molécula para o produto 6-azauridina-5’monofosfato. Este 
metabólico,  atua como antiviral inibindo a produção de UTP intracelular e como consequência 
bloqueia a síntese de RNA, pela RdRp do vírus (RADA; DRAGÚN, 1977).  A conversão da 
pro-droga é realizada pela enzima uridina quinase, com isso a disponibilidade da enzima 
influencia na seletividade do composto. Essa enzima é bem caracterizada em células de 
mamíferos, mas não em invertebrados (GREENBERG; SCHUMM; WEBB, 1977; ROPP; 
TRAUT, 1998). 
O efeito antiviral dos compostos selecionados da LOPAC foi analisado de acordo 
com valores de EC50 e CC50. Curiosamente apenas o composto brequinar sódico confirmou 
atividade para todas as células de mamífero, apresentando valores de SI > 500, com EC50 de 
0,05 µM, 0,06µM e 0,18µM para células Huh 7, U2-OS e Vero, respectivamente (Figura 19, 
Tabela 5). Como previamente descrito, o mecanismo de brequinar sódico está envolvido em  
duas principais vias: (i) de inibição da enzima DHODH da célula hospedeira, que é essencial 
para síntese de pirimidinas, e (ii) de indução indireta de genes estimuladores de interferon 
(ISGs) (LIU et al., 2000; LUCAS-HOURANI et al., 2013b; WANG et al., 2016). Um estudo 
anterior demostrou que a resposta antiviral de brequinar sódico foi 30 vezes mais efetivo em 
células de linhagens humanas HEK293T do que em células de linhagens humanas derivadas de 
neuroblastoma (SY-SH5S). Assim, foi concluído que células SY-SH5S possuem menos vias de 
ativação de ISGs do que células HEK293T, o que conferiu baixa atividade antiviral modulada 
por brequinar em resposta à deficiência de pirimidinas (CHUNG, 2015). Como descrito nesse 
trabalho, brequinar sódico também apresentou algumas diferenças dependente do tipo celular. 
Células Huh 7 e U2-OS foram mais efetivas na resposta antiviral com brequinar sódico, com 
valores 3,5 vezes menores de EC50 comparados com células Vero, e em células C6/36 não foi 
observado atividade antiviral (Figura 19). Como mencionado, essas diferenças em resposta à 
atividade de brequinar sódico podem estar associadas com fatores dependentes da célula 
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hospedeira, que regulam a expressão de proteínas imunomoduladora da via intracelular contra 
resposta antiviral. Além disso, a cinética de infecção viral pode variar nas diferentes linhagens 
celulares. Mesmo ajustando o MOI para taxa de infecção, pode ter ocorrido diferenças na 
replicação e produção viral ,como consequência, variação na seletividade do composto 
(TALARICO et al., 2005; ROBERTS et al., 2017; FRANCO et al., 2018). 
Tabela 5. Atividade e seletividade dos compostos selecionados da LOPAC em diferentes linhagens celulares  
 Huh 7 U2-OS Vero C6/36 
 aEC50 bCC50 
 
SI EC50 CC50 SI EC50 CC50 SI EC50 CC50 SI 
 µM  µM  µM  µM  
6-azauridina 0,45 ND ≥ 222 0,78 ND ≥ 120 0,38 ND ≥ 263 ND 26 --- 
Brequinar 
sódico 
0,05 ND ≥ 2220 0,06 ND ≥1666 0,18 ND ≥555 ND ND --- 
PAC-1 10 ND ≥ 10 ND 2,6 --- ND ND --- ND ND --- 
Isetionato de 
pentamidina 
3,9 49 12,5 28 27 0,9 100 ND ≥1 3,05 1,56 0,44 
Cloreto de 
dequalinio 
7,7 ND ≥ 13 72 ND ≥ 1,3 ND ND --- 48 16 0,33 
aEC50: concentração efetiva que o composto apresenta 50% de atividade normalizada contra infecção 
b CC50: Concentração no qual diminui 50% da sobrevivência celular, valores de CC50 foram  obtidos em células 
Huh 7 infectadas CHIKV 181/25 e tratadas com cada composto indicado. 
c SI: valores de índice de seletividade baseado na razão entre valores de CC50  e valores de EC50 ND: Valores não-




Figura 19. Atividade antiviral contra CHIKV dependente da linhagem celular. Resultados dos compostos 
brequinar sódico, isetionato de pentamidina, e cloreto de dequalinio em dose resposta contra infecção de CHIKV 
181/25  A. Valores obtidos para brequinar sódio onde todas as linhagens apresentaram bom índice de seletividade, 
exceto em linhagem de Ae. Albopictus, C6/36. B. Valores obtidos para isetionato de pentamidina, onde apresentou 
diferenças de seletividade de acordo com a linhagem celular C. Valores obtidos para cloreto de dequalinio, onde 
apresentou diferenças de seletividade de acordo com a linhagem celular . Valores de atividade normalizada e 
sobrevivência celular foram plotados no programa GraphPad Prisma versão 7.0 para obtenção da curva de 
regressão sigmoidal e dos valores de EC50 e CC50, no qual foi calculado índice de seletividade (SI):  CC50/EC50. 
Cada ponto representa a média e desvio-padrão de dois experimentos independentes.  
 
Diferentemente de brequinar sódico, PAC-1, isetionato de pentamidina e cloreto de 
dequalinio apresentaram atividade anti-CHIKV apenas em células Huh 7. PAC-1 apresentou 
valores de EC50 de 10µM e SI ≥ 10 em Huh 7.  Não foi observado atividade antiviral do 
composto para as outras linhagens celulares. Além disso, o tratamento foi citotóxico em células 
U2-OS, com valores de CC50 de 2,6µM (Tabela 5).  PAC-1, como previamente descrito, 
promove a apoptose celular através da ativação de procaspase-3 em caspase 3 por sequestro de 
zinco da proenzima provendo sua conversão para ser ativada na via de apoptose (PETERSON 
et al., 2009). Já foi vista uma variedade de células tumorais que têm aumento da expressão de 
proscapase-3 em consequência da desregulação da via de apoptose, o que não é observado em 
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células não tumorais, fazendo com que o composto seja seletivo em promover a apoptose e,  
consequentemente, a morte celular seletiva em células tumorais  (WANG et al., 2015). Já foi 
descrita a presença de procaspase-3 em células hepatocarcinoma, contudo o tratamento em Huh 
7,  descrito nesse estudo, não apresentou diminuição do total de células ou toxicidade celular 
(Tabela 5) (PERSAD et al., 2004). Alguns mecanismos já foram descritos em interferir a 
atividade de PAC-1 em células tumorais, onde a atividade do composto é regulada pelo nível 
de diferenciação celular e por fatores de crescimento que podem estar presentes no meio de 
cultura. Entretanto, PAC-1 nunca tinha sido associado como antiviral anteriormente. 
(BOLDINGH DEBERNARD et al., 2011). Outros estudos precisam ser realizados para 
entender quais fatores ou vias de sinalização podem estar relacionadas com a atividade contra 
CHIKV desse composto. Além disso, deve ser investigado se PAC-1 está promovendo apoptose 
em células Huh 7 nessas condições.  
Resultados similares foram observados com tratamento de isetionato de 
pentamidina em Huh 7, que apresentou resposta inibitória antiviral com valores efetivos de 
EC50 de 3,9µM, e se mostrou 12,5 vezes seletivo apenas nessas células (Figura 19). Em U2-OS 
e C6/36  foi citotóxico, enquanto em Vero não apresentou citotoxicidade (CC50 ≥100µM). 
Porém, a atividade máxima normalizada não chegou a 50% (Figura 19). A atividade de 
pentamidina, exclusiva em Huh 7, pode estar associada a diversos fatores, visto que 
pentamidina age por diferentes vias celulares, e algumas dessas funções ainda não foram 
esclarecidas (SANDS; KRON; BROWN, 1985).  
Já foram demonstrados diferentes mecanismos de ação nos quais pentamidina atua 
dependendo do microrganismo envolvido. O mecanismo mais conhecido é através da 
intercalação de pentamidina no DNA mitocondrial de tripanossomídeos, no qual atua rompendo 
essas estruturas. Esse mecanismo já foi descrito para Leishmania e Trypanosoma brucei 
(WILSON et al., 2008; YANG; CHOI; NO, 2016). Em Sacchormyces cerevisiae a  pentamidina 
parece interferir com tRNAS através de ligações na estrutura dessas molécula, inibindo a 
translocação de aminoácidos e aminoacetilação (SUN; ZHANG, 2008). Foi relatada também a 
inibição de self-splicing de íntrons presentes  em genes de tRNAS e em genes de ribossomos 
26S em Pneumocystis carinii e Candida albicans (LIU; LEIBOWITZ, 1993; MILETTI; 
LEIBOWITZ, 2000). Outros mecanismos estão associados à ligação de enzimas que promovem 
a replicação do DNA, como associação com topoisomerases de diferentes espécies de parasitas 
e fungos (SHAPIRO, 1993; VAN DROSS; SANDERS, 2002; JEAN-MORENO et al., 2006; 
YANG; CHOI; NO, 2016).   
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Além de isetionato pentamidina, o cloreto de dequalinio também é conhecido como 
um antimicrobiano de amplo espectro, e foi observado atividade anti-CHIKV apenas em células 
de linhagens humanas, em Huh 7 e U2-OS. Em Huh 7, cloreto de dequalinio foi seletivo, no 
qual apresentou SI ≥ 13, porém em U2-OS atividade efetiva foi observada apenas na maior 
concentração testada, que mostrou EC50 de 72µM, ou seja, 10 vezes mais do que em Huh 7 
(EC50 : 7,7µM) (Figura 19). Como pentamidina, cloreto de dequalinio também foi descrito em 
atuar em diferentes vias e patógenos (TISCHER et al., 2012). É um composto lipofílico,  
bactericida e fungicida, que atua no citoplasma promovendo a precipitação de organelas e 
ácidos nucléicos desses organismos (DELLA CASA et al., 2002). Dequalinio já foi descrito 
como inibidor de proteínas quinases C (PKC), inibidor de ATP mitocondrial em células 
tumorais, contra malária através de inibição de enzimas que regulam o estresse oxidativo em 
eritrócitos, e inibidor da enzima micotiol ligase de Mycobacterium tuberculosis (WEISS et al., 
1987; ABEYWICKRAMA; ROTENBERG; BAKER, 2006; GUTIERREZ-LUGO et al., 2009; 
RODRIGUES; GAMBOA, 2009; MAKOWSKA et al., 2014).  
Em suma, a maioria dos compostos demonstraram atividade dependente de Huh 7, 
somente brequinar sódico apresentou atividade contra CHIKV em todas as células de 
mamíferos (Tabela 5). Isetionato de pentamidina e cloreto de dequalinio são reportados como 
compostos que possuem ação inibitória através de diferentes vias e proteínas celulares para 
outros microrganismo. Desta forma, podemos sugerir que atividade celular-dependente desses 
compostos observados nesse estudo, contra a infecção de CHIKV, estão envolvidos com vias e 
fatores da célula hospedeira, e não diretamente com proteínas virais. Nenhum desses compostos 
apresentou atividade em C6/36 contra CHIKV, isso pode ser devido à citotoxicidade nessas 
células, ou devido a esses compostos interagirem com fatores da célula hospedeira humana para 
mediar atividade antiviral, visto que o perfil  de vias de sinalização e proteínas expressas durante 
a infecção de CHIKV diferem entre células de mamíferos e invertebrados (LEE; CHU, 2015). 
Outro aspecto a ser considerado é em relação a metabolização desses compostos nas células 
Huh 7.   Essas células são de origem de hepatoma humano, porém já foi visto que essas células 
são capazes de expressar genes de  enzimas de fase I e fase II de metabolização de droga, como 
CYP e UGT. Como resultado, produz enzimas responsáveis pelo metabolismo de compostos 
modulando a atividade desses compostos (CHOI et al., 2009; LIN et al., 2012). Muitos 
compostos  agem como pró-droga, só conseguem ser ativos quando são metabolizados, como 
por exemplo os compostos sofosbuvir e PSI-352938.  Sofosbuvir é composto aprovado para 
HCV, e estudos demostraram  que sua seletividade in vitro é dependente de células hepáticas 
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(MUMTAZ et al., 2017). E composto PSI-352938, que está em fase clínica de investigação 
para HCV,  também é metabolizado apenas em células hepáticas, no qual é dependente da 
enzima CYP  (NIU et al., 2012).  
Contudo, esse estudo mostra a importância do modelo celular utilizado para 
identificar moléculas, no qual o tipo celular pode influenciar a atividade e seletividade dos 
compostos. Com isso, modelos celulares fisiologicamente representativos de cada patógeno 
devem ser priorizados para realização de um ensaio de triagens de moléculas ou ainda em 
ensaios secundários. PAC-1, isetionato de pentamidina e cloreto de dequalinio apresentaram 
atividade exclusiva nesse estudo contra CHIKV, desta maneira, a via exata e o mecanismo 
antiviral de cada composto devem ser explorados.  
4.11 ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS COMPOSTOS SELECIONADOS EM 
DIFERENTES CEPAS DE CHIKV 
Até o momento neste trabalho, todos os compostos foram avaliados contra a cepa 
vacinal CHIKV 181/25, que foi originada em 1986 através de uma cepa de linhagem asiática 
por Levitt et al, (1986). Visto que as últimas epidemias no Brasil foram marcadas pela 
prevalência da linhagem ECSA, foi proposto confirmar as atividades dos compostos 
selecionados em duas cepas selvagens ECSA: uma correspondente ao um protótipo de 
laboratório, a S27, e outra original de um isolado brasileiro 99/2016BR. (CUNHA et al., 2017; 
LESSA-AQUINO et al., 2018). A atividade antiviral dos compostos foi verificada em dose 
resposta em células Huh 7 infectadas com as cepas S27 e 99/2016BR e comparada com os 
resultados que foi obtido com a cepa vacinal 181/25. Para isso, inicialmente foram estabelecidos 
MOIs de 0,01 e 0,8 para CHIKV S27 e CHIKV 99/2016BR, respectivamente, nos quais todas 
as células apresentaram marcação no citoplasma no ensaio de HCS com FAI e pouca perda 
celular (Figura 20A). A marcação do anticorpo primário de CHIKV FAI mostrou reconhecer a 
presença do vírus CHIKV S27 e CHIKV 99/2016BR, da mesma forma que é apresentado para 
a cepa CHIKV 181/25 (Figura 20A).  
Em geral, todos os compostos demonstraram atividade dependente da concentração 
nas cepas testadas, isso indica que a atividade, ou fase em que o composto age, não é dependente 
da cepa envolvida, porém pequenas diferenças de seletividade foram observadas entre os 
compostos. PAC-1 apresentou valores de EC50 de 10µM, 17 µM e 6,6 µM nas cepas 181/25, 
S27 e 99/2016BR, respectivamente, no qual demostrou menor seletividade para cepa S27. Já 
os compostos isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio apresentaram 
valores de EC50 entre 0,9- 2,6 µM, 0,03-0,04 µM e 3,8- 4,9 µM, respectivamente, para as cepas 
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S27 e 99/2016BR, o que confirma valores inibitórios próximos para ambas as cepas. Os valores 
de SI também foram similares entre a cepa S27 e 99/2016BR, como segue: isetionato de 
pentamidina apresentou SI de 21 ± 0,01, brequinar sódico apresentou SI de 2650± 919 e cloreto 
de dequalinio apresentou SI de 23± 3. Em comparação, a cepa 181/25 apresentou valores de SI 
de 12,5 para isetionato de pentamidina, SI de 2000 para brequinar sódico e SI de 13 para cloreto 
de dequalinio (Figura 20B). 
Como relatado, esses resultados sugerem que os compostos testados apresentaram 
maior seletividade nas cepas S27 e 99/2016BR. Entretanto, essas diferenças de seletividade 
entre as cepas podem estar relacionadas com cinética de infecção viral, na replicação e produção 
de partículas virais. Um estudo, com diferentes isolados de variantes da linhagens ECSA e IOL,  
demostrou que o perfil de virulência em células de mamíferos foi significantemente diferente, 
e essas diferenças foram associadas ao potencial de replicação, à cinética de infecção, ao efeito 
citopático, à produção de novos vírus liberado no sobrenadante, e à expressão de glicoproteínas 
entre as cepas analisadas (ABRAHAM et al., 2016). Outro estudo associou diferenças na 
produção de síntese de RNA em etapas iniciais da replicação entre dois isolados ECSA , no 
qual foram relatadas diferenças de seletividade na  resposta dos compostos harringtonina e 
homoharringtonina entre duas cepas testadas (KAUR et al., 2013). Contudo, os resultados 
apresentados demostraram seletividade desejáveis (SI> 10) de todos os compostos,  para as 
linhagens testadas de CHIKV, característica importante para moléculas com potencial 
terapêutico contra CHIKV, visto que, em áreas de risco, normalmente há  co-circulação de 
cepas, como no Brasil, onde já foi reportado tanto a linhagem asiática, quanto a africana ECSA 
(NUNES et al., 2015). 
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Figura 20 Atividade dos compostos selecionados em diferentes cepas de CHIKV.  A.  Ensaio de 
imunofluorescência estabelecidos para as linhagens vacinal CHIKV 181/25, S27 e 99/2016BR. Imagens 
representativas do controle não infectado e infecção em Huh 7 de CHIKV 181/25 (MOI de 0.05), S27 (MOI de 
0,01) e 99/2016BR (MOI de 0,8). Núcleos das células estão indicado em vermelho com DAPI, e células infectadas 
com CHIKV estão indicados em verde pelo anticorpo FAI anti-CHIKV. Barras representam tamanho de 90µm em 
cada imagem. B. Ensaio de dose resposta dos compostos PAC-1, isetionato de pentamidina, brequinar sódico e 
cloreto de dequalinio contra as cepas CHIKV 181/25, S27 e 99/2016BR. Valores de atividade normalizada e 
sobrevivência celular foram plotados no programa GraphPad Prisma 7.0 para obtenção da curva de regressão 
sigmoidal e dos valores de EC50 e CC50, no qual foi calculado índice de seletividade (SI):  CC50/EC50 . Cada ponto 
representa a média e desvio-padrão de dois experimentos independentes. 
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4.12 CARACTERIZAÇÃO DO EFEITO INIBITÓRIO DOS COMPOSTOS 
EM HUH 7 CONTRA DIFERENTES ESTÁGIOS DE INFECÇÃO DE CHIKV 181/25. 
Afim de caracterizar a atividade dos compostos com maior detalhe, os compostos 
isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio foram priorizados em 
estudos complementares em células Huh 7. Os ensaios propostos foram os seguintes: redução 
do título viral, ensaio de tempo de adição de drogas, ensaio de adsorção, ensaio de 
internalização e ensaio de inatividade da partícula viral.  
4.12. 1 EFEITO DOS COMPOSTOS NA REDUÇÃO DO TÍTULO 
VIRAL.  
Até o momento a atividade dos compostos selecionados foi avaliada pelo ensaio de 
imunofluorescência, baseado na redução da marcação de CHIKV no citoplasma de células 
infectadas. Contudo, para observar a ação desses compostos diretamente sobre a produção de 
novas partículas virais infectantes, foi realizado o ensaio de redução do título viral, no qual a 
carga viral é quantificada pelo método convencional de titulação por formação de placa de lise. 
Foram testadas três concentrações para cada composto de 6µM, 20 µM e 50 µM e, após 48 
horas de tratamento, o sobrenadante foi quantificado por número de partículas infectantes. Foi 
observada redução da carga viral significativa em todas as concentrações testadas comparando-
se com controle, para todos os compostos testados (Figura 21).  Dentre os compostos testados, 
brequinar sódico apresentou maior redução, no qual não foi observado nenhuma partícula viral 
na concentração de 50 µM (Figura 21). Em 50 µM cloreto de dequalinio e isetionato de 
pentamidina obtiveram uma redução do título viral de 6 logs e 5 logs, respectivamente, 
comparados ao controle. Mesmo na menor concentração testada, de 6µM, todos os compostos 
apresentaram uma redução de 4 logs do título viral (Figura 21).  Como demostrado, todos os 
compostos apresentaram redução do título viral em dose dependente da concentração, o que 
sugere que esses compostos são eficientes para redução da disseminação e infecção de CHIKV 
in vitro. Esses resultados corroboram com os resultados que foi obtido utilizando o ensaio de 
HCS, e confirmam o potencial inibitório de isetionato de pentamidina, brequinar sódico e 
cloreto de dequalinio sobre a infeção de CHIKV.  
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Figura 21 Efeito dos compostos na redução do título viral de CHIKV. Produção de partículas virais na presença 
dos compostos isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio. O controle é referente às 
células infectas com DMSO 0,5%. Células foram infectadas no MOI de 0,05 e tratadas nas concentrações de 6µM, 
20µM e 50µM para cada composto.  Após 48 horas o sobrenadante foi coletado e o ensaio de titulação por 
formação de placa de lise foi realizado para quantificar partículas formadoras de placas (PFU). Valores 
representam a média dos títulos (***p> 0,001) obtidos pelas replicatas de dois experimentos realizados 
independentes. Barras representam a desvio-padrão das médias das replicatas.  
 
4.12.2 .ENSAIO DE ADIÇÃO DE DROGA EM DIFERENTES ESTÁGIOS 
DA INFECÇÃO DE CHIKV. 
A fim de observar o efeito dos compostos sobre diferentes estágios da infecção de 
CHIKV, foi proposta a realização do ensaio de tempo de adição de droga (TOA) onde os 
compostos foram adicionados em diferentes tempos de infecção, de acordo com a cinética de 
CHIKV em células Huh 7. O ensaio foi realizado no MOI de 1 para garantir que todas as células 
fossem infectadas simultaneamente, com o propósito de o composto agir no mesmo momento 
do ciclo viral (adsorção, internalização, replicação, síntese de proteínas, montagem e saída).  
Inicialmente foi realizada a cinética de liberação de partículas virais em células Huh 
7 para verificar o tempo referente de cada estágio do ciclo de infecção de CHIKV nessas células. 
A curva de cinética demostrou tempo crescente de liberação viral até 38 horas, com aumento 
entre 4, 10, e 18 horas (Figura 22A). Baseando-se nesses resultados, os compostos foram 
adicionados na fase de pré-infecção (-2 horas), co-infecção (0h) e pós-infecção, após 2 , 4, 10 
e 18 horas. O sobrenadante foi recolhido após 48 horas de ensaio e foi quantificado pelo método 
de titulação (Figura 22B). 
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Figura 22 Ensaio de cinética e adição de compostos em diferentes estágios da infeção de CHIKV 181/25 em 
Huh 7 A. Cinética de liberação viral da infecção de CHIKV no MOI 1, em células Huh 7. As flechas indicam 
aumento do título viral, no qual representa os tempos escolhidos para o ensaio do TOA. B. Esquema representativo 
do ensaio TOA com os tempos determinados para adição dos compostos em células Huh 7 infectadas com CHIKV 
181/25 no MOI de 1, onde foram adicionados compostos na fase pré-infecção (-2 horas), co-infecção (0 horas ) e 
pós-infecção (2, 4, 10 e 18 horas). O tempo final do ensaio foi de 48 horas, onde foi coletado o sobrenadante 
referente de cada ponto testado. C. Resultados da titulação do ensaio TOA para os compostos C. Isetionato de 
pentamidina D.  Brequinar sódico E. Cloreto de dequalinio. O controle é referente a células infectadas com DMSO 
0,5%. Valores representam a média de dois experimentos independentes. Valores estatisticamente significantes 
foram adquiridos utilizando o teste two-way ANOVA e teste de Dunnetts, onde * p<0.01; **p<0.001; 
***p<0.0001. As barras representam desvio-padrão das médias dos valores adquiridos.  
O tratamento com isetionato de pentamidina demostrou redução significativa de 
partículas virais após duas horas em todas as concentrações testadas, quando comparado com 
o controle (Figura 22C). Embora uma redução foi observada, quando adicionados os compostos 
em fase tardia entre 10 a 18 horas. Os resultados sugerem que isetionato de pentamidina possui 
maior eficiência em etapas iniciais após a entrada do vírus na célula, tendo sido observada uma 
redução de 2 a 3 logs do título viral (Figura 22C).  Já cloridrato de dequalinio demostrou 
resultados bem promissores em reduzir o título viral em etapas mais inicias da infecção, nas 
etapas de pré- infecção e co-infecção, um fenótipo que  não foi observado para pentamidina 
(Figura 22E). Porém, a redução por cloreto de dequalinio também demonstrou ser mais efetiva 
nas etapas pós infecção, entre 2 a 4 horas, quando reduziu em até 3 log o título viral comparado 
ao controle. Contudo, essa redução ocorreu gradativamente quando o composto foi adicionado 
em etapas tardias da infecção (Figura 22E). 
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Dois estudos anteriores também relataram compostos que atuavam no mesmo 
estágio de pós entrada contra CHIKV (KAUR et al., 2013; LANI et al., 2016).  Desses estudos, 
foi caracterizado o composto natural fisetina, que demostrou atividade contra a formação do 
complexo de replicação. Este complexo é responsável em realizar a síntese da fita de RNA 
negativa e utiliza como molde para síntese de novas fitas de RNA positiva. Consequentemente, 
com a exposição do composto, houve falha na conversão de fitas de RNA negativa para novas 
fitas de RNA positiva (LANI et al., 2016). Outro estudo observou redução  intracelulares de 
RNAs de fita negativa e redução na expressão de proteínas não estruturais e estruturais na 
presença do composto harringtonina,  sendo que a atividade antiviral foi associada à inibição 
da  síntese de proteínas virais através do sistema ribossomal da célula hospedeira (KAUR et al., 
2013). Contudo, os compostos isetionato de pentamidina e cloreto de dequalinio inibiram a 
infecção na mesma etapa dos compostos descritos, no entanto o exato mecanismo não foi 
explorado. Como previamente mencionado, já foram relatadas atividades dos dois compostos 
associados com ácidos núcléicos, e com a síntese de proteínas,  como, por exemplo, isetionato 
de pentamidina que se liga ao RNAt ribossomal e bloqueia a síntese de proteínas (BIELAWSKI 
et al., 2000; TISCHER et al., 2012). Com esses dados podemos sugerir que a inibição de 
isetionato de pentamidina e cloreto de dequalinio ocorre no processo inicial da replicação,  que 
pode estar relacionado em interferir na produção de nucleotídeos e/ou de proteínas.  Além disso, 
cloreto de dequalinio demostrou atividade em etapas bem inicias (pré-infecção, e co-infecção), 
que podem estar interferindo com o mecanismo de adsorção e internalização viral. Ambos os 
compostos apresentaram redução do título viral em fases finais do ciclo de infecção (Figura 22 
C e E). 
Diferentemente dos compostos relatados, brequinar sódico foi o único composto 
que não apresentou redução aparente nos tempos testados, apenas houve uma diminuição 
significativa de partícula virais em 4 horas na concentração de 50µM (Figura 22D). Ensaios 
anteriores com brequinar sódico contra o vírus da DENV, e o vírus Cantagalo, demostraram 
redução de partículas virais quando o composto era adicionado em fases tardias da replicação. 
Ambos os estudos associaram inibição através da supressão da via de pirimidinas, que inibiu a 
síntese do sistema pós-replicativo de DNA para vírus Cantagalo, e replicação da nova fita de 
RNA para DENV. A replicação da fita de RNA para DENV ocorre acoplado com mecanismo 
de montagem e saída da partícula viral, em etapas tardias do ciclo de viral (QING et al., 2010; 
SCHNELLRATH; DAMASO, 2011). Já para CHIKV a replicação de novas fitas começa em 
etapas iniciais do ciclo viral, no qual foi observado um efeito moderado para brequinar sódico, 
em 4 horas de infecção (Figura 22D). Entretanto, no ensaio anterior, quando as células foram 
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infectadas com baixo MOI (0.05) em múltiplos ciclos de infecção, foi observado 100% de 
inibição de brequinar sódico sobre a produção de partículas virais (Figura 21). Esses resultados 
sugerem que brequinar foi ativo para CHIKV apenas em baixo MOIs, e com tempo de 
exposição prolongada da droga. No entanto, para verificar essa afirmação outros ensaios devem 
ser realizados, como infecção da células com MOI mais alto em diferentes tempos de 
incubação.  
 
4.12.3 ENSAIO DE ADSORÇÃO, INTERNALIZAÇÃO E INATIVIDADE 
DA PARTÍCULA VIRAL. 
A adsorção e internalização viral são etapas cruciais para entrada de CHIKV na 
célula hospedeira. Como visto no ensaio de tempo de adição de droga, apenas dequalinio 
demostrou atividade inibitória em tempos associados com esses processos (pré-infecção e co-
infecção) (Figura 22E). Contudo, no ensaio anterior os processos de adsorção e internalização 
estavam acoplados. Para observar com maior detalhe o mecanismo associado nessas fases, os 
compostos isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio foram aplicados 
nos ensaios de adsorção e internalização viral, nos quais é possível verificar o efeito inibitório 
dos compostos quando adicionados individualmente em cada um desses estágios. Além disso, 
também foi realizado o ensaio de inatividade da partícula viral,  para investigar se a exposição 
prévia dos compostos altera a estabilidade e eficiência na infecção da partícula viral extracelular 
de CHIKV. Todos esses ensaios foram realizados no MOI de 1 em células Huh 7, onde o 
sobrenadante foi coletado após 48 horas para verificar a redução do número de partículas virais 
em PFU. 
Para a etapa de adsorção viral, células Huh 7 foram incubadas com CHIKV na 
temperatura de 4oC, no qual facilita a ligação do vírus ao receptor  (Figura 23A), já para o 
ensaio de internalização, células e vírus foram adicionados em 4oC e, após adsorção, foram 
colocadas a 37oC, temperatura que permite que ocorra o processo de internalização , e promove 
a entrada do vírus (Figura 23Ae B). Com isso, os tratamentos dos compostos foi realizado 
nesses dois estágios para observar se interferiam na adsorção ou internalização e fusão viral.  
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Figura 23. Efeitos dos compostos nos estágios de adsorção, internalização e inativação da partícula 
extracelular de CHIKV. Compostos isetionato de pentamidina, brequinar sódico e cloreto de dequalinio foram 
testados nas concentrações de 50µM, 20µM e 6µM em diferentes estágios da infecção de CHIKV 181/25 no MOI 
de 1 em células Huh 7.  Valores foram comparados com o controle, referente a células infectadas com DMSO 
0,5%. A. Ensaio de adsorção, onde compostos foram adicionados durante a infecção de CHIKV 181/25 em Huh 7 
na temperatura de 4°C. B Ensaio de internalização, onde compostos foram adicionados após infecção, na 
temperatura de 37°C. C. Compostos foram incubados previamente com inóculo de CHIKV no MOI de 10, e foram 
diluídos 1:10 para realizar a infecção em células Huh 7. Valores representam a média de dois experimentos 
independentes. Valores estatisticamente significantes foram adquiridos utilizando o teste two-way ANOVA e teste 
de Dunnetts, onde * p<0.01; **p<0.001. As barras representam desvio-padrão das médias dos valores adquiridos.  
Os resultados obtidos pelo ensaio de adsorção viral demostraram que isetionato de 
pentamidina e cloreto de dequalinio aparentam redução viral em dose dependente quando 
compostos eram adicionados nesse estágio. Brequinar sódico não demostrou nenhuma redução 
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significativa (Figura 23A). Curiosamente, isetionato de pentamidina promoveu a redução em 
até 2 log do título viral nas concentrações de 50µM e 20µM comparado com controle. A mesma 
atividade foi observada para cloreto de dequalinio (Figura 23A). No ensaio de internalização 
apenas cloreto de dequalinio apresentou eficiência em reduzir a carga viral na concentração de 
50µM, já isetionato de pentamidina e brequinar sódico não apresentaram redução significativa 
nessa etapa (Figura 23B). Esses dados sugerem que isetionato de pentamidina, e cloreto 
dequalínio possuem mecanismo de ação em etapas inicias da ciclo viral. Portanto, pentamidina 
mostrou efetivo nas etapas de adsorção e cloreto de dequalinio na adsorção quanto na 
internalização viral.  
Por fim, foi verificada a ação direta dos compostos em interferir com a viabilidade 
da partícula viral extracelular. Estudos anteriores já reportaram a potencialidade de alguns 
compostos em alterarem no envelope viral, em glicoproteínas de superfície. Essa alteração pode 
mudar propriedades químico-física da partícula viral, como consequência interferir na infecção 
(GARCIA; CANDURRA; DAMONTE, 2000; SCHUHMACHER; REICHLING; 
SCHNITZLER, 2003; SHI et al., 2007; OO et al., 2018). Nenhum dos compostos nesse estudo 
apresentou efeito direto na partícula viral, onde foi observado que, mesmo adicionando os 
compostos na maior concentração de 50µM sob o inóculo de CHIKV, não houve redução da 
carga viral comparando-se ao controle negativo (Figura 23C).  
Portanto, foram caracterizados, a partir desses ensaios, os estágios que os 
compostos isetionato de pentamidina e cloreto de dequalinio atuam interferindo com adsorção 
e internalização do CHIKV em células Huh 7.  Para brequinar sódico não foi observado nenhum 
efeito inibitório nessas etapas (adsorção e internalização viral), o que já era esperado, visto que 
a atividade de brequinar sódico foi previamente caracterizada como inibidor da via replicação 
e modulador da sinalização da resposta imune inata intracelular. (LUCAS-HOURANI et al., 
2013a; ADCOCK et al., 2017; LUTHRA et al., 2018).  
Cloreto de dequalinio e isetionato de pentamidina demostraram atividade antiviral 
contra CHIKV em diferentes estágios do ciclo de infecção. Além disso, como descrito em 
trabalhos anteriores, são compostos que atuam em diversas vias de sinalização da célula 
hospedeira, o que sugere que a propriedade antiviral esteja ligada não diretamente a atuação em 
proteínas virais, mas sim com fatores ou proteínas de vias da célula hospedeira que responsáveis 
para que os processos de infecção e replicação viral ocorram (SANDS; KRON; BROWN, 1985; 
TISCHER et al., 2012; YANG; CHOI; NO, 2016). Antivirais, que utilizam como alvo proteínas 
da célula hospedeira, são uma estratégia atrativa e que pode ser empregada como antivirais de 
amplo espectro, já que o mecanismo de ação está ligado em interferir com infecção por vias de 
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sinalização celulares que são comumente utilizadas para diversos vírus (DEBING; NEYTS; 
DELANG, 2015). Atualmente vários antivirais estão sendo investigado como potencias 
fármacos de amplo espectro contra diversos vírus tais como: arbidol, que interfere em vias do 
metabolismo de lipídios celulares;  nitazoxanida, responsável por inibir enzimas e fatores para 
replicação viral; e a interferon-α2A, como modulador da expressão de fatores do sistema imune. 
(FRIEDMAN, 2008; BLAISING; POLYAK; PÉCHEUR, 2014; ROSSIGNOL, 2014) Arbidol 
já é aprovado para o tratamento de influenza, mas já foi visto que tem atividade contra DENV, 
CHIKV, EBOV(DELOGU et al., 2011; HAVIERNIK et al., 2018; HULSEBERG et al., 2019). 
Da mesma forma, o composto nitazoxanida,  que está em fase clínica III de investigação para 
uso contra influenza, já foi relatado atividade contra coronavírus, CHIKV, e o vírus da 
Encefalite Japonesa (JCV) (ROSSIGNOL, 2014; SHI et al., 2014; WANG et al., 2016). E  
interferon-α2A, utilizado na clínica contra o vírus da hepatite B (HBV) e HCV,  já foi relatado 
com atividade em combinação com outros compostos contra DENV, YFV, JCV e CHIKV 
(NEUMANN et al., 1998; CRANCE et al., 2003; BRIOLANT et al., 2004; WOO; KWOK; 
AHMED, 2017; PIRES DE MELLO et al., 2018).  
Antivirais que não atuam diretamente com proteínas virais evitam o mecanismo de 
resistência, normalmente causados por esses antivirais que atuam diretamente com alvo 
específico viral (DEBING; NEYTS; DELANG, 2015). Desta maneira, os compostos 
encontrados neste trabalho indicam ser bons candidatos antivirais. Contudo, outros estudos 
devem ser realizados para entender quais os alvos e o exato mecanismo de ação envolvidos na 
resposta antiviral contra CHIKV, tal como testar atividade de isetionato de pentamidina e 
cloreto de dequalinio para outros vírus, a fim de verificar potencial atividade antiviral de amplo-
espectro.  
4.13 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE UM PAINEL DE ANTIVIRAIS 
CONTRA INFECÇÃO CHIKV EM DIFERENTES CÉLULAS HOSPEDEIRAS.  
A segunda etapa deste trabalho teve o propósito de avaliar a atividade de uma 
pequena coleção de antivirais disponível no laboratório. Com ensaio de HCS estabelecido em 
diferentes linhagens, foi proposto testar a atividade antiviral desse painel de compostos em 
células Huh 7, U2-OS e Vero contra CHIKV 181/25. Os dados de atividade de todos os 
compostos em Huh 7 foram submetidos para  publicação, conforme apresentando em anexo I.  
IFN-a2A, bafilomicina A1, cloroquina e ácido micofenólico são antivirais que já 
foram reportados com atividade contra CHIKV por outros estudos, porém a atividade inibitória 
foi verificada em outros modelos celulares, por metodologias de viabilidade celular ou por 
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quantificação da carga viral (BRIOLANT et al., 2004; SOURISSEAU et al., 2007; KHAN et 
al., 2010, 2011; GALLEGOS et al., 2016). Desta forma, os resultados obtidos pela metodologia 
de HCS foram comparados com esses estudos e, adicionalmente, foi observada a atividade 
desses compostos em modelos celulares distintos.  
IFN-a2A é uma proteína sintética, utilizada no tratamento como monoterapia ou 
em combinação com outros fármacos contra HBV e HCV(NEUMANN et al., 1998; WOO; 
KWOK; AHMED, 2017). O IFN-a2A é classificado como primeira linha de defesa celular 
contra infecção viral da resposta imune inata, que induz a expressão de outras proteínas, fatores 
da resposta imune inata e receptores celulares, tornando-se um potencial agente antiviral 
seletivo contra diversos vírus (SAMUEL, 2001). Neste estudo foi observado que a atividade de 
INF-a2A contra CHIKV apresentou valores com EC50 de 7ng/mL, 0,2 ng/mL e 8ng/mL em 
células Huh 7, U2-OS e Vero, respectivamente, e foi notável que a atividade de IFN-a2A foi 
maior em células U2-OS, com SI > 500 (Tabela 6). Contudo, essa resposta sugere que em 
células U2-OS pode haver uma expressão maior de genes ou fatores estimulados por IFN-a2A 
ou ainda secreção de IFN endógenos. Desta maneira, em células US-OS há uma redução mais 
eficiente da infecção viral quando tratados com IFN, diferente das linhagens Vero, que são 
células deficientes de genes indutores de IFN endógenos. Com isso, a resposta no tratamento 
de IFN se torna mais resistente em células Vero. (EMENY; MORGAN, 1979; SAMUEL, 1991; 
GRÜNVOGEL et al., 2016; PIRES DE MELLO et al., 2018). Outro estudo também associou 
a resposta antiviral de IFN-a2A contra CHIKV mais efetiva em células humanas A548, 














Tabela 6.  Atividade do painel de antivirais testado contra CHIKV 181/25  em células  Huh 7, U2-OS e Vero 
A Huh 7 U2-OS Vero 
      aEC50 bCC50 cSI EC50 CC50 SI EC50 CC50 SI 
Interferon a2A 
ng/mL 
7 ND ≥14 0,2 ND ≥500 8 ND ≥12 
Bafilomicina 
A1 µM 
0,01 ND ≥ 5 ND ND ---- ND ND ---- 




0,8 6,6 8,25 4,7 ND ≥25,5 4,3 17 3,9 
5-Fluorouracil 
µM 
ND 0,81 --- ND ND ---- ND ND --- 
Sofosbuvir µM 11 ND ≥ 9 ND ND ---- ND ND --- 
Daclatasvir µM 36 40 1,3 20 ND   ---- 27 44 1,6 
Ledipasvir µM ND 28 --- ND ND ---- ND ND --- 
aEC50: concentração efetiva que o composto apresenta 50% de atividade normalizada contra infecção 
b CC50: Concentração no qual diminui 50% da sobrevivência celular, valores de CC50 foram  obtidos em células 
Huh 7 infectadas CHIKV 181/25 e tratadas com cada composto indicado. 
c SI: valores de índice de seletividade baseado na razão entre valores de CC50  e valores de EC50*Valores não-
determinados pela curva de regressão sigmoidal de dose resposta no programa GraphPad Prism 7.0. 
 
Bafilomicina A1 e cloroquina são compostos antivirais que atuam prevenindo a 
acidificação do endossomo, etapa crucial para internalização e fusão de vírus que utilizam vias 
de acidificação endossomal, como, por exemplo, através do mecanismo de endocitose 
dependente de clatrina, via utilizada por CHIKV (SOURISSEAU et al., 2007). Em estudos 
anteriores foi observado que o tratamento de bafilomicina A1 contra CHIKV bloqueou a 
internalização do vírus em células HeLa. O mesmo foi visto em células HEK293T, onde o 
tratamento contra CHIKV aumentou a viabilidade celular, com EC50 de 0,33nM 
(SOURISSEAU et al., 2007; KARLAS et al., 2016). No presente estudo, bafilomicina A1, 
confirmou atividade apenas em Huh 7, e apresentou valores de EC50 de 10nM contra CHIKV 
(Tabela 6). Curiosamente, não apresentou nenhuma atividade contra CHIKV em U2-OS ou 
Vero (Tabela 6). Entretanto era esperado apresentar atividade nessas linhagens,  já que o 
mecanismo de  bafilomicina A1 está associado através da enzima ATPase H+ do tipo vacuolar 
(V-ATPease), que atua inibindo o compartimento endossomal de diferentes linhagens celulares 
(SUN-WADA; WADA, 2015). Neste caso,  alguns fatores devem ser considerados. Um desses 
fatores pode estar envolvido com cinética de infecção em células U2-OS e Vero, nas quais a 
entrada do vírus pode ter ocorrido por  outras via, não dependentes da via endossomal, que são 
menos comuns para CHIKV, porém já foram descritas (BERNARD et al., 2010).  Sendo assim, 
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tais resultados são preliminares e precisam ser confirmados. Já cloroquina apresentou atividade 
para todas as linhagens, contudo apresentou SI de 2,61 para Huh 7, sendo que a baixa 
seletividade sugere que a atividade de cloroquina em Huh 7 ocorreu em consequência da 
citotoxicidade (CC50 de 55 µM) (Tabela 6, figura 24). Em outras linhagens celulares, cloroquina  
apresentou maior potencialidade, com SI 10,7 e ≥14,8, para U2-0S e Vero, respectivamente 
(Tabela 6, figura 24).   
A atividade de cloroquina contra CHIKV já foi bem caracterizada em células Vero, 
porém, não havia estudos de atividade em células humana Huh 7, apenas em HeLa 
(SOURISSEAU et al., 2007; KHAN et al., 2010). Em estudos utilizando células Vero, a 
inibição por cloroquina foi atribuída ao aumento do pH no endossomo, prevenindo a fusão viral 
da proteína E1 de CHIKV (KHAN et al., 2010). Porém, estudos clínicos e in vivo já provaram 
que cloroquina não tem a mesma eficácia apresentada in vitro (DE LAMBALLERIE et al., 
2008; ROQUES et al., 2018). Essa baixa resposta terapêutica de cloroquina contra CHIKV foi 
associada ao fato de a cloroquina agir como imunomodulador sistêmico, inibindo a resposta de 
INF-I. Adicionalmente, foi reportado que o tratamento de cloroquina em células de monócitos 
e macrófagos, de modelos de primatas-não humanos, não apresentou atividade antiviral contra 
CHIKV (ROQUES et al., 2018). Contudo, através dos dados obtidos neste estudo, cloroquina 
demostrou também não possuir atividade suficientemente seletiva em células Huh 7 (Figura 
24A), o que indica que o mecanismo de ação antiviral contra CHIKV ser dependente do tipo 
celular, e esse pode ser um dos fatores envolvidos com a baixa resposta terapêutica em in vivo.  
Por fim, o ácido micofenólico, como IFN-a2A, também apresentou seletividade em 
todas as linhagens celulares contra a infecção por CHIKV, com valores de EC50 de 0,8 µM, 4,7 
µM, e 4,3µM em células Huh 7, U2-OS e Vero, respectivamente (Figura 24). Contudo, foi mais 
seletivo em U2-OS, com valores de SI ≥25,5, sem apresentar citotoxicidade (CC50 ≥150 µM) 
(Tabela 6). Ácido micofenólico é conhecido por interferir com a replicação viral através da 
inibição da enzima da célula hospedeira, inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH). Esta 
enzima é envolvida na biossíntese de purinas, via em que os vírus utilizam para síntese de acidos 
nucléicos. Com isso, já foi visto atividade de ácido micofenólico para diversos vírus 
(TAKHAMPUNYA, 2006) . Estudos anteriores em células Vero demostram SI >100 para ácido 
micofenólico, porém, a atividade foi verificada por ensaio de viabilidade (KHAN et al., 2011). 
Desta forma, nossos resultados , com método de HCS, confirmam que o ácido micofenólico é 
um candidato promissor para o tratamento contra CHIKV. Atualmente, alguns estudos de 
otimização já estão sendo realizados para melhoramento das propriedades de farmacocinética 




Figura 24 Atividade antiviral dependente do tipo celular. Estudo dose resposta de compostos antivirais contra 
a infecção de CHIKV181/25 em células Huh 7, U2-OS e Vero. A.  Curva dose resposta de cloroquina B. Curva 
dose resposta de ácido micofenólico. C. Curva dose resposta de sofosbuvir. Valores de atividade normalizada e 
sobrevivência celular foram plotados no programa GraphPad Prisma 7.0 para obtenção da curva de regressão 
sigmoidal de dose resposta. SI representa valores de seletividade CC50/EC50. ND* representa valores não 
determinados pela curva de regressão sigmoidal. Barras representam o desvio padrão da médias das replicatas.  
 
Compostos como 5-Flourouracil, sofosbuvir, daclatasvir e ledipasvir, são 
clinicamente aprovados e já tiveram atividade antiviral verificada contra flavivírus. Com isso, 
propôs-se avaliar a atividade desses compostos contra CHIKV. 5-Fluorouracil é um análogo 
nucleotídeo que inibe a síntese de pirimidinas e é clinicamente aprovado para uso contra 
neoplasias, contudo foi recentemente reportado, com atividade antiviral contra ZIKV 
(PASCOALINO et al., 2016). Os resultados demostram que, para CHIKV, não possui atividade 
em nenhum modelo celular proposto (Tabela 6), o que confirma sua seletividade para flavivírus. 
Já sofosbuvir, daclatasvir e ledipasvir são compostos caracterizados como antivirais de ação 
direta contra HCV, ou seja, tem como alvo uma proteína  de HCV (GÖTTE; FELD, 2016). 
Entretanto sofosbuvir, inibidor da  proteína NS5B , proteína na qual tem atividade de 
polimerase,  tem sido reportado como antiviral de amplo espectro com atividade contra DENV, 
ZIKV e YFV  (BULLARD-FEIBELMAN; FULLER; GEISS, 2016; XU et al., 2017; DE 
FREITAS et al., 2019). Contudo, sofosbuvir apresentou seletividade contra infecção de CHIKV 
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em células Huh 7 com EC50 de 11 µM, diferente dos compostos 5-Flourouracil,  daclatasvir e 
ledipasvir, no qual não apresentaram nenhuma seletividade (Tabela 6).  A atividade apresentada 
de daclatasvir foi devida a citotoxicidade celular, no  qual apresentou SI < 2 para todas as 
linhagens celulares (Tabela 6). Em contrapartida, a seletividade de sofosbuvir foi observado 
apenas em células Huh 7, e não em U2-OS e Vero (Tabela 6, figura 24). Contudo, o mesmo 
dado foi demostrado para ZIKV em estudos anteriores com atividade antiviral de sofosbuvir, 
exclusiva em células Huh 7, sem apresentar atividade em Vero. O mesmo estudo investigou, 
nessas células, níveis do subproduto 007-TP, um trifosfato ativo resultante da conversão de 
sofosbuvir, que é responsável pela ligação e inibição direta da RdRp. Desta meneira, foi 
concluído que os valores intracelulares dessa molécula estavam 150x maiores em células Huh 
7 comparados em células Vero com a exposição de sofosbuvir (CALLE SERRANO; MANNS, 
2012; MUMTAZ et al., 2017). Da mesma forma, os resultados apresentados aqui (Figura 24) 
apontam que sofosbuvir tem atividade antiviral exclusiva em Huh 7 para CHIKV, e sugere o 
mecanismo de ação similar na RdRp, observado para ZIKV e outros flavivírus. Estudos 
anteriores com sofosbuvir contra outros flavivírus reportaram diferentes valores de atividade. 
Foi reportado atividade de sofosbuvir contra ZIKV com EC50 de 0,41 µM,  DENV com EC50 
de 1,9 µM e YFV com EC50 de 4,8 µM (SACRAMENTO et al., 2017; XU et al., 2017; DE 
FREITAS et al., 2019). Todos os resultados foram obtidos em células Huh 7 infectadas. Para 
ZIKV foi visto atividade também em células BHK e células de linhagem de neuroblastoma 
humano(SH-Sy5y) (SACRAMENTO et al., 2017). Entretanto todos esses valores foram 
obtidos através do ensaio de redução da carga viral (SACRAMENTO et al., 2017; XU et al., 
2017; DE FREITAS et al., 2019).   
Por fim, os resultados apresentados a partir deste estudo, com painel de antivirais 
contra CHIKV, reforçam novamente a importância do modelo celular utilizado para triagem de 
moléculas. Além disso, foi possível confirmar potenciais antivirais contra CHIKV, como IFN-
a2A, ácido micofenólico, e sofosbuvir, que apresentaram serem bons candidatos, visto que são 
compostos clinicamente já aprovados e podem ser estabelecidos como fármacos de 
reposicionamento, o que pode ser uma alternativa de menor custo e rapidez na implementação 
terapêutica no tratamento para CHIKV.  
4.14 CARACTERIZAÇÃO E CONFIRMAÇÃO DA ATIVIDADE DE 
SOFOSBUVIR CONTRA CHIKV. 
Como observado nos dados anteriores, sofosbuvir apresentou atividade em dose 
dependente contra CHIKV (Tabela 6, figura 24). Como previamente descrito, sofosbuvir tem 
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sido bastante investigado como composto de amplo espectro, incluindo com atividade contra 
CHIKV, como potencial fármaco de reposição (FERREIRA et al., 2018). Desta maneira, foi 
proposto confirmar atividade deste composto no nosso ensaio de HCS, e com ensaio de redução 
da carga viral. Além disso, atividade de sofosbuvir foi caracterizada em diferentes cepas de 
CHIKV.  
 Em imagens representativas, adquiridas pelo sistema de HCS, foi possível observar 
que sofosbuvir, em concentrações eficazes eliminou a infecção no citoplasma de célula em Huh 
7 infectadas, sem apresentar citotoxicidade, mas apresentou fenótipo similar ao observado com 
controle 6-azauridina a 50µM (Figura 25). 
 
Figura 25. Efeito do composto sofosbuvir, em células Huh 7 infectadas com CHIKV 181/25 no ensaio de 
HCS. Painel de imagens representativas com células não infectadas com DMSO 0,5%; e com células infectadas 
com DMSO 0,5%, 50 µM de 6-azauridina, 12,5 µM e 25 µM de sofosbuvir. A primeira linha indica imagens com 
marcação com DAPI. A segunda linha indica a marcação do anticorpo FAI anti-CHIKV, e a terceira linha indica  
a sobreposição dos dois canais adquiridos pelo sistema HCS . 
 
Da mesma forma, como foi observado no ensaio anterior HCS, sofosbuvir inibiu a 
produção viral de CHIKV 181/25 em dose dependente (Figura 26). Foi observado que na 
concentração máxima testada de 100µM, o composto reduziu total o número de partículas virais 
infectantes no sobrenadante (Figura 26), em 50 µM houve redução de 6 Log, e nas 
concentrações menores, de 12,5 µM e 6,25 µM, houve redução significante de até 2 logs 
comparado com o controle. Esses dados sugerem que o composto é eficiente contra CHIKV, 
interferindo na produção e liberação viral, o que confirma os resultados obtidos, pelo método 
de HCS.  
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Figura 26. Redução da carga viral com tratamento de sofosbuvir contra CHIKV em células Huh 7. Células 
Huh 7 foram infectadas com CHIKV 181/25 no MOI de 0,05 e tratadas com concentrações crescente de sofosbuvir 
de 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, e 6,25 µM. Os resultados foram comparados com o controle, referente a 
células infectadas com DMSO 0,5%. Valores representam a média de três experimentos independentes. Valores 
estatisticamente significantes foram adquiridos utilizando o teste two-way ANOVA e teste de Dunnetts, onde; 
**p<0.001; ***p<0.0001 e ****p<0.00001. As barras representam desvio padrão das médias dos valores 
adquiridos.  
 
A fim de caracterizar essa atividade nas diferentes cepas, a atividade de sofosbuvir 
foi testada contra as cepas CHIKV S27 e 99/2016BR em dose resposta pelo ensaio de HCS. 
Sofosbuvir apresentou atividade dose dependente contra todos os isolados,  exibindo valores de 
EC50 de 20 µM para S27 e 9,1 µM para 99/2016BR (Figura 27). Esses valores corroboram com 
os valores obtidos de atividade contra cepa vacinal 181/25 em Huh 7 (EC50 de 11 µM).   
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Figura 27. Atividade de sofosbuvir em dose dependente em cepas ECSA de CHIKV. Atividade de sofosbuvir 
foi avaliado em células Huh 7 contra a infecção da cepa CHIKV S27 (MOI 0,01) e isolado CHIKV 99/2016BR 
(MOI 0,8). A. Curva dose resposta de sofosbuvir contra a cepa CHIKV S27, B. Curva dose resposta de sofosbuvir 
contra a cepa CHIKV 99/2016BR C. Imagens representativas do tratamento em dose resposta dos dois isolados de 
CHIKV, imagens representam o controle negativo, células infectadas com DMSO 0,5%, e tratamento de 
sofosbuvir nas concentrações de 12,5 µM, 25 µM, e 50 µM. SI representa valores de seletividade CC50/EC50. 
Barras representam tamanho de 90 µm em cada imagem.  
 
Em suma, esses dados confirmam a eficácia do sofosbuvir contra CHIKV 
independente da cepa envolvida, provando ser potente contra o vírus, e demostrando seu 
potencial de ser utilizado como quimioterapia antiviral em diferentes regiões, 
independentemente da linhagem circulante. Entretanto, o mecanismo de ação do sofosbuvir 
contra a infeção de CHIKV necessita ser melhor investigado. Porém, visto que atividade foi 
seletiva apenas em Huh 7 (Figura 24), sugere o mecanismo de ação esteja similar observado 
para flavivírus, através da inibição de RdRp pelo metabólico ativo em Huh 7 (KEATING; 
VAIDYA, 2014). Já foram reportados análogos de nucleotídeos que têm ação contra RdRp e 
possuem atividade de amplo espectro viral para vírus de RNA, em consequência de a estrutura 
nascente da proteína RdRp ser similar entre as diferentes classes desses vírus. Favipiravir (T-
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705), por exemplo, é um composto aprovado para o tratamento de influenza, e que tem como 
alvo RdRp, e já foi observado o mesmo mecanismo inibitório contra CHIKV e outros vírus de 
RNA (DELANG et al., 2014; TE VELTHUIS, 2014; FURUTA; KOMENO; NAKAMURA, 
2017). Por fim, outros estudos, para verificar a eficácia de sofosbuvir como antiviral em células 
de tecido alvo central da patogênese de CHIKV, também devem ser realizados, visto que 
atividade de sofosbuvir ficou restrita em Huh 7 neste estudo, tal como se observa atividade em 
modelos in vivo bem estabelecidos.  
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5 . CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS  
O presente estudo estabeleceu e otimizou um ensaio fenotípico em células de 
linhagem hepatocarcinoma humano (Huh 7), com o objetivo de encontrar moléculas com 
propriedades antivirais para CHIKV. Inicialmente foi proposto um ensaio de viabilidade 
celular, por ser uma estratégia rápida e de baixo custo, através de uma metodologia baseada 
pela marcação de DAPI, um corante de DNA,  em um ensaio que permitira a seleção de 
compostos que protegiam da morte celular causada pelo vírus. Porém, os resultados obtidos 
com este ensaio apresentaram baixa reprodutibilidade e baixo índice de confirmação. A fim de 
solucionar essa limitação, foi proposto estabelecer um ensaio HCS com uma metodologia de 
imunofluorescência, que se demostrou ser um método mais confiável, reprodutível e robusto 
para triagem de inibidores contra CHIKV. Além disso, foi possível aplicar tal metodologia em 
ensaios secundários,  que foram utilizados para determinar a atividade dos compostos em 
diferentes linhagens celulares e diferentes cepas de CHIKV. O ensaio clássico de virologia de 
quantificação de partículas virais por titulação de placa de lise confirmou os resultados obtidos 
pelo método de HCS. Esses dados demonstram que o ensaio fenotípico estabelecido de HCS 
provou ser uma boa ferramenta para identificação de moléculas antivirais para CHIKV, a partir 
da triagens de coleções de compostos diversos.  
Neste estudo foi possível confirmar a atividade de compostos conhecidos, como 
ácido micofenólico, IFN-a2A e brequinar sódico em diferentes linhagens celulares,  nas quais 
a atividade antiviral não havia sido reportada anteriormente. Além disso, foi possível identificar 
novos compostos, como PAC-1, isetionato de pentamidina, cloreto de dequalinio, e sofosbuvir 
com atividade antiviral contra CHIKV, os quais demostraram resultados animadores com 
atividade dose dependente contra diferentes cepas de CHIKV testadas, incluindo um isolado 
clínico do Brasil. Com estudos de caracterização in vitro, como tempo de adição da droga, 
ensaio de adsorção e internalização, foi possível observar que o isetionato de pentamidina e o 
cloreto de dequalinio apresentaram atividade inibitória em etapas iniciais do ciclo de CHIKV, 
com efeito na adsorção, internalização e início da replicação viral. Foi sugestivo que a atividade 
desses compostos estivesse envolvida não diretamente com proteínas virais, mas sim com 
fatores da célula hospedeira, visto que a atividade foi seletiva apenas em células Huh 7. Além 
disso, esses compostos podem estar agindo como pré-droga, ou seja dependem da 
disponibilidade de enzimas da célula hospedeira para serem ativos. Esse conjunto de fatores 
pode estar envolvidos no mecanismo de ação desses compostos em células Huh 7. Esse trabalho 
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ressalta a importância da célula hospedeira para conduzir estudos de triagem de drogas. Por isso 
ensaios secundários devem ser conduzidos em diferentes linhagens celulares.   
As perspectivas de continuidade deste trabalho estão na caracterização dos demais 
compostos que apresentam atividade desejáveis, mas não foram priorizados neste estudo, como 
PAC-1 e dicloridrato de emetina. Os compostos selecionados da coleção Pathogen Box têm 
como perspectiva serem confirmados em estudo dose resposta e, posteriormente, serem 
priorizados para estudos complementares in vitro. Os compostos isetionato de pentamidina e 
cloreto dequalinio e sofosbuvir precisam ser conduzidos para outros estudos investigatórios de 
mecanismo de ação tais como serem testados em células primárias que são fisiologicamente 
alvo de infecção por CHIKV. Uma vez que esses compostos sejam bem caracterizados, devem 
ser conduzidos para ensaios in vivo para confirmar a atividade antiviral, em que a confirmação 
pode ser ponto de partida para o desenvolvimento de um composto terapêutico contra CHIKV.  
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